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|. Publikationen

Durch meine Anwendung des HIV-1-Pseudovirusassays zur Untersuchung von
Leadsubstanzen konnte auch das Hochdurchsatzscreening validiert werden, aus dem die
Substanzen hervorgegangen waren. Dieser Teil, der primar im Bereich der in Kapitel 5.1.1.
beschriebenen Vorarbeiten liegt, wird in folgender Publikation beschrieben:

A High-Throughput HIV-1 Drug Screening Platform, Based on Lentiviral Vectors and

Compatible with Biosafety Level 1
Ellinger B, Pohlmann D, Woens J, Jakel FM, Reinshagen J, Stocking C, Prassolov VS, Fehse B, Riecken K.
2020 in Viruses, doi: 10.3390/v12050580

Meine Arbeiten zum SARS-CoV-2-Pseudovirusassay haben Erkenntnisse generiert, durch die
die Sequenzaufklarung des Vektorimpfstoffes ChAdOx1 ermoglicht wurde und die qPCR zur
Quantifizierung etabliert werden konnte, wie in folgender Publikation beschrieben:

Digital PCR to quantify ChAdOx1 nCoV-19 copies in blood and tissues
Badbaran A, Mailer RK, Dahlke C, Woens J, Fathi A, Mellinghoff SC, Renné T, Addo MM, Riecken K, Fehse B.
2021 in Molecular Therapy Methods & Clinical Development, doi: 10.1016/j.o0mtm.2021.10.002.

Der in dieser Arbeit vorgestellte und von mir etablierte SARS-CoV-2-Pseudovirusassay wurde
von Dr. Maria Kuzikov fir die Erforschung verschiedener Inhibitoren des Zelleintritts von
SARS-CoV-2 verwendet, wie in folgender Publikation beschrieben:

High-throughput drug screening allowed identification of entry inhibitors specifically

targeting different routes of SARS-CoV-2 Delta and Omicron/BA.1
Kuzikov M, Woens J, Zaliani A, Hambach J, Eden T, Fehse B, Ellinger B, Riecken K.
2022 in Biomedicine & Pharmacotherapy, doi: 10.1016/j.biopha.2022.113104.

Die Analyse der Neutralisation verschiedener SARS-CoV-2-Pseudovirusvarianten durch neu
generierte Schwereketten-Antikorper aus Kameliden wurde fir das in der folgenden
Publikation beschriebene Projekt verwendet:

Generation of nanobodies from transgenic 'LamaMice' lacking an endogenous
immunoglobulin repertoire.

Eden T, Schaffrath AZ, Wesolowski J, Stahler T, Tode N, Richter N, Schafer W, Hambach J, Hermans-Borgmeyer |, Woens J,
Le Gall CM, Wendler S, Linke-Winnebeck C, Stobbe M, Budnicki I, Wanney A, Heitz Y, Schimmelpfennig L, Schweitzer L,
Zimmer D, Stahl E, Seyfried F, Gebhardt AJ, Dieckow L, Riecken K, Fehse B, Bannas P, Magnus T, Verdoes M, Figdor CG,

Hartlepp KF, Schleer H, Fiiner J, Tomas NM, Haag F, Rissiek B, Mann AM, Menzel S, Koch-Nolte F.
2024 in Nature Communications, doi: 10.1038/s41467-024-48735-x.

Die aus den in Kapitel 5.1.2. — 5.1.4. beschriebenen Versuchen hervorgegangenen
Erkenntnisse sind in Vorbereitung zur Publikation in einem Manuskript mit folgendem
voraussichtlichen Titel und Autoren:

Target identification and HIV-1 resistance modeling for drug testing on lentiviral vectors in

biosafety level 1/2 conditions
Woens J, Ellinger B, Chen Y, Kirchmair J, Fehse B, Riecken K
Manuskript in Vorbereitung
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IV. Zusammenfassung

Lentivirale Vektoren sind ein vielseitiges Instrument der biomedizinischen Forschung. Durch
die Nutzung verschiedener viraler Hillproteine kénnen sie zur zuverldassigen Transduktion
einer groBen Bandbreite an Zielzellen genutzt werden, wahrend ihr Ursprung im HI-Virus die
stabile Integration in das zellulire Genom ermoglicht. Moderne lentivirale Vektoren der
dritten Generation sind sicher und fiir Hochdurchsatzmethoden geeignet. Neben ihrer
Verwendung als Vektor fiir Anwendungen wie die Markierung von Zellen mit
Fluoreszenzproteinen stellen sie auch ein attraktives Forschungsobjekt sowie ein Modell fiir
virale Infektionen dar. Die konservierten Elemente der HIV-1-Virusbiologie dienen als
Ansatzpunkt fur die Erforschung des viralen Lebenszyklus und seiner Beeinflussung. Die breite
Palette moglicher Pseudotypisierungen im modularen Vektorsystem ermoglicht zudem die

Erforschung der Oberflacheninteraktionen anderer Viren mit deren Wirtszellen.

Diese Arbeit setzt sich mit verschiedenen Anwendungsgebieten im Bereich der Virologie
auseinander. Die vorgestellten Versuche im ersten Teil beschreiben einen auf lentiviralen
Vektoren basierenden Assay zur ldentifizierung, Validierung und Charakterisierung von
potenziellen Therapeutika fir HIV-1. Dabei konnte die Eignung lentiviraler Vektoren fiir diese
friihe Phase der Wirkstoffentwicklung demonstriert werden und ein Panel vielversprechender

Leadsubstanzen flr die weitere Entwicklung als Medikamente identifiziert werden.

Die im zweiten Teil dargestellten Inhibitionsversuche an Vektoren, die mit dem SARS-CoV-2-
Hillprotein pseudotypisiert wurden, untermauern die Vielseitigkeit des zellkulturbasierten
Pseudovirusassays. Bei der Untersuchung der Neutralisation dieser Pseudoviren durch das
Serum geimpfter Personen generierte der Assay nicht nur zuverlassig erwartete und mit
alternativen Verfahren (bereinstimmende Daten, sondern bewies auch seine hohe
Sensitivitdt. Im Rahmen eines Drug-Repurposing-Ansatzes wurde die Wirksamkeit fiir andere
Indikationen zugelassener Medikamente gegen das SARS-CoV-2-Hlllprotein und seine
Interaktion mit Wirtszellen untersucht, wobei ein Wirkstoff mit therapeutischem Potenzial
identifiziert und charakterisiert werden konnte. SchlieRlich wurde die Neutralisationsaktivitat
neu generierter Schwereketten-Antikorper gegen verschiedene Pseudovirusvarianten
getestet. Hierdurch wurden wertvolle Erkenntnisse Uber die Molekiile gesammelt und der
Nutzen einer schnellen Anpassung des Assays an pandemische Entwicklungen wie das

Auftreten neuer Virusvarianten demonstriert.



V. Abstract

Lentiviral vectors are a versatile tool in medical research that can be used for the reliable
transduction of various target cells via the use of different viral envelopes. Derived from HIV-
1, they retain the ability to stably integrate into the host genome. The development of the
technique has led to its third generation, which is remarkably safe and suitable for high-
throughput applications. Lentiviral vectors can serve both as delivery vehicles for applications
such as fluorescent protein expression and as research objects and models of viral infection
in their own right. Conserved aspects of HIV-1 biology serve as valuable targets for studying
the viral life cycle and strategies for its inhibition. The more variable parts such as the different
viral envelopes that can be used to pseudotype the vector present an opportunity to study

the surface interactions of other viruses and their host cells.

The work presented here deals with different areas of application within the field of virology.
The first part shows how a lentiviral vector assay can be used to identify, validate and
characterize novel compounds with potential in HIV-1 therapy. Not only does it demonstrate
the suitability of lentiviral vectors for the early stages of drug development, but also presents
a panel of promising lead compounds for further therapeutic development that the assay

identified.

The versatility of a cell culture-based assay with lentiviral vectors will be further elaborated
oninthe second part where it was applied to test methods of inhibiting particles pseudotyped
with the envelope of the novel SARS-Coronavirus 2 that emerged in 2020. When used to test
the neutralizing activity of sera from vaccinated individuals, it reliably generated results
consistent with both prior expectations and other assays applied to the same samples.
Furthermore, it proved to be sensitive even to small effects. It was also used to test approved
drugs with potential to be repurposed for SARS-CoV-2, which led to the selection and
validation of a promising therapeutic candidate. Finally, it was applied to test newly generated
heavy-chain antibodies and their ability to neutralize different pseudoviral variants. This
analysis led to valuable insight into the activity of these novel therapeutic molecules and also
highlighted the value of an assay platform that can be rapidly adapted to emerging viral

variants during a pandemic.



1. Einleitung

In dieser Arbeit beschreibe ich die Anwendung lentiviraler Vektoren als Modell zur Analyse
zwei verschiedener Viren mit jeweils groBer globaler Bedeutung. Zunachst gehe ich auf die
beiden Viren, das Humane Immundefizienz-Virus 1 (Human Immunodeficiency Virus 1, HIV-1)
und das Schweres-akutes-Atemwegssyndrom-Coronavirus Typ 2 (Severe Acute Respiratory
Syndrome Coronavirus 2, SARS-CoV-2) ein, indem ich ihre globale Bedeutung als pandemische
Erreger, die Virusbiologie und die bereits verfligbaren Behandlungsmethoden vorstelle. Im
letzten Teil der Einleitung stelle ich dann den fiir die Arbeit zentralen Assay auf Basis
lentiviraler Vektoren vor, mithilfe dessen ich Erkenntnisse zu beiden Viren und ihrer

Behandlung generieren konnte.

1.1. Die HIV-Pandemie

HIV ist die Ursache fir die Immunschwéachekrankheit AIDS (Acquired Immunodeficiency
Syndrome), und stellt eine der bedeutendsten globalen Gesundheitsbedrohungen dar (Simon
et al. 2006). Seit seiner Entdeckung im Jahr 1981 hat sich das Virus auf der ganzen Welt
verbreitet und geschatzt 91,4 Millionen Menschen infiziert, von denen etwa 44,1 Millionen
an den Folgen verstorben sind (UNAIDS Fact Sheet 2025). Auch 2024 wurden noch rund 1,3

Millionen Menschen neu infiziert und 630.000 verstarben an den Folgen von AIDS.
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Abbildung 1: Verlauf jahrlicher HIV-Infektionen und AIDS-bedingter Todesfalle. Sowohl Infektionen als auch Todesfalle
sinken seit Jahren kontinuierlich, jedoch nicht in ausreichender Geschwindigkeit, um das von der WHO fiir 2025 gesetzte Ziel
zu erreichen. Zudem ist der Kampf gegen HIV/AIDS durch Budgetkiirzungen der Regierung der USA bedroht. (UNAIDS Report
2024) (eigene Ubersetzung der Beschriftung).



Neuinfektionen und Todesfalle sind global riickgangig, die Inzidenz der neuen HIV-Infektionen
als auch der Zugang zu therapeutischen Optionen sind jedoch global sehr ungleich verteilt.
Wahrend Nordamerika und Westeuropa geringere, zunehmend fallende Inzidenzen
vorweisen kdnnen, ist das Virus gerade in Osteuropa und Zentralasien auf dem Vormarsch,
wo es auf Gesundheitssysteme mit weniger Ressourcen zu seiner Bekampfung trifft. Im Jahr
2025 haben die USA ihre Finanzierung der globalen HIV/AIDS-Bekdampfung eingeschrankt, was
die Lage zusatzlich verschlechtert (UNAIDS Update 2025). Dabei ist vor allem HIV-1 von
globaler Bedeutung (Sedlacek 2025), sodass ab Kapitel 1.1.2. nur auf diese Variante als

Untersuchungsobjekt und Basis des vorgestellten Assays eingegangen wird.
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Abbildung 2: Prozentuale Veranderung der jahrlichen AIDS-bedingten Todesfalle zwischen 2010 und 2024. Wahrend sich
die Todeszahlen im globalen Schnitt mehr als halbiert haben, nehmen sie in Osteuropa und Zentralasien sogar deutlich (48%)
zu, was Grund zu groRer Sorge ist. Die Entwicklung im Mittleren Osten und Nordafrika stagniert und hebt sich somit ebenfalls
vom globalen Trend ab (UNAIDS Update 2025)(eigene Ubersetzung der Beschriftung).

Die Entwicklung antiretroviraler Therapien hat die Dynamik der Erkrankung transformiert und
HIV von einem Todesurteil zu einer behandelbaren chronischen Krankheit gemacht, wodurch
die durchschnittliche Uberlebenszeit ab der Diagnose erheblich verlingert wurde. Von den
weltweit etwa 40,8 Millionen Menschen, die derzeit mit HIV leben, haben jedoch nur 31,6
Millionen Zugang zu antiretroviraler Therapie (siehe Kapitel 1.1.5) (UNAIDS Fact Sheet 2025).
Die Behandlung von HIV-positiven Patienten erfordert eine lebenslange medikamentdse
Therapie, was das Risiko mangelnder Compliance mit sich bringt. Aufgrund der der hohen
Mutationsrate des Virus wird die Behandlung bei liickenhafter Unterdriickung der Replikation
durch Resistenzmutationen gegeniiber den angewandten Medikamenten erschwert. Um dem
Problem der Resistenzentwicklung zu begegnen, ist eine breite Palette von Medikamenten

mit verschiedenen Wirkmechanismen und molekularen Angriffspunkten erforderlich. Der



Mangel an einer in der Breite anwendbaren, vollstandigen Heilung fiir HIV, begriindet den
anhaltenden Bedarf nach effektiven Therapieoptionen, die aufgrund der lebenslangen
Behandlung, moglichen langfristigen Nebenwirkungen und der Gefahr von sich
entwickelnden Resistenzen auch fiir individuelle Patienten angepasst werden mussen. Bei der
Entwicklung neuer Wirkstoffe sollten daher nicht nur eine hohe Wirksamkeit und moglichst
wenige unerwiinschte Arzneimittelwirkungen, sondern auch die Fihigkeit zur Uberwindung
von Resistenzmutationen und maoglichst geringe Kosten angestrebt werden. Die Bedeutung
einer effektiven HIV-Bekdmpfung reicht Gber medizinische Aspekte hinaus und hat erhebliche
soziale und wirtschaftliche Auswirkungen. Im Kontext dieser globalen Herausforderung ist die
Erforschung und Entwicklung neuer therapeutischer Ansatze von entscheidender Bedeutung,
um die Auswirkungen von HIV/AIDS zu mindern und letztlich eine Welt ohne diese

lebensbedrohliche Krankheit zu ermoglichen.

1.1.1. HIV-Infektion, Krankheitsverlauf, AIDS

Die Infektion mit HIV findet primar Uber sexuellen Kontakt statt und fihrt zu einem
komplexen Krankheitsverlauf, der haufig von anfanglicher akuter Infektion Uber eine
asymptomatische Phase bis hin zur fortschreitenden Immunschwéche reicht. In den ersten
Wochen nach der Infektion kann sich eine grippedhnliche akute Phase manifestieren, gefolgt
von einer mehrere Jahre langen klinisch asymptomatischen Phase. Wahrend dieser Zeit
repliziert das Virus aktiv und schadigt das Immunsystem, insbesondere die CD4-T-
Lymphozyten, die fir die Abwehr von Infektionen von zentraler Bedeutung sind. Im Verlauf
einer unbehandelten HIV-Infektion nimmt die Anzahl der CDA4-Zellen ab, was die
Abwehrfahigkeit des Immunsystems zunehmend beeintrachtigt. Diese fortgeschrittene Phase
wird als das Acquired Immunodeficiency Syndrome (AIDS) bezeichnet. AIDS st
gekennzeichnet durch das Auftreten von schweren opportunistischen Infektionen wie
Lungenentziindungen und Tuberkulose, sowie bestimmten Tumoren wie dem Kaposi-Sarkom
und verschiedenen Lymphomen. Die Symptome variieren je nach den betroffenen
Organsystemen, und die unbehandelte Krankheit fihrt oft innerhalb weniger Jahre zum Tod
(Poorolajal et al. 2016). Die Entwicklung von AIDS kann jedoch durch antiretrovirale Therapien
verlangsamt oder verhindert werden, die die Vermehrung des Virus und die Zerstérung der

CD4-Zellen unterdriicken.



1.1.2. Aufbau und Virusbiologie von HIV-1

HIV-1 gehort zu den Lentiviren, einer Untergruppe der Retroviren, die sich durch ihre
Fahigkeit zur Infektion nicht teilungsaktiver eukaryotischer Zellen auszeichnet. Das virale
Genom besteht aus einstrangiger (+)RNA in zwei Kopien, neben denen zusatzlich die viralen
Strukturproteine und Enzyme (reverse Transkriptase, Integrase und Protease) im reifen
Viruspartikel enthalten sind. Im Viruspartikel schiitzen eine duflere Schicht aus dem
Matrixprotein (MA) p17 und eine innere Kapsel aus dem Nukleocapsidprotein (NC) p24 die
viralen Enzyme und RNA. Die virale Hille, auch als Envelope bezeichnet, ist eine
Lipiddoppelschicht, die wahrend des als "budding" oder "Ausknospen" bezeichneten
Abldsens von der Wirtszelle aus deren Membran gebildet wird. Dabei werden nicht nur die
viralen Glykoproteine gp120 und gp41, auch Envelope-Proteine genannt, sondern auch

Oberflachenproteine der Wirtszelle in die Virushiille integriert (Gelderblom 1991).

gp1 20/gp41 —Envelope Abbildung 3: Schematischer Aufbau
des HI-Virus. Auf der Membran des
Membran Virus sitzen die Envelope-Proteine

gp120/gp41, mit denen das Virus an

p24-Nucleokapsidprotein die Zielzelle bindet. Matrixprotein
pl7 und Nukleocapsidprotein p24

(+)ssRNA (2 Kopien) schiitzen in zwei Schichten die

viralen Enzyme Reverse
Reverse Transkriptase, Transkriptase, Protease und
Protease, Integrase Integrase sowie das Virusgenom, das

in zwei Kopien einstrangiger (+)RNA

. . vorliegt (Eigene Darstellung nach

p1 7 Matrlxproteln (Fanales-Belasio et al. 2010; Woens
2018)).

Das HIV-1-Genom umfasst die grundlegenden Gene Gag (group antigen), Pol (polymerase)
und Env (envelope), die in allen Retroviren vorkommen, sowie spezifische akzessorische und
regulatorische Gene, von denen einige auch in SIV und HIV-2 (vif, vpr, nef), andere exklusiv
bei HIV-1 vorliegen (vpu) (Strebel 2013). Insgesamt kodieren diese Gene fiir 15 verschiedene
Proteine. Darunter fallen Vif (viral infectivity factor, p23), Vpr (viral protein R, p15), Vpu (viral
protein u), Nef (negative factor, p24), Tat (trans-activator of transcription) und Rev (regulator
of viral gene expression). Diese Proteine spielen eine entscheidende Rolle bei der Regulation
der viralen Replikation und der Beeinflussung der Wirtszellfunktionen. Die Vielfalt der
kodierten Proteine spiegelt die Komplexitat der Interaktionen zwischen HIV-1 und Wirt wider,
die die Bekampfung des Virus durch das Immunsystem und therapeutische Interventionen so

herausfordernd machen.



1.1.3. Replikationszyklus von HIV-1

Ein GroRteil der HIV-1-Stdmme nutzt das Oberflachenprotein gp120 zur Bindung an den CD4-
Rezeptor und den B-Chemokin-Rezeptor CCR5 als Corezeptor (M-trope bzw. R5-trope
Stamme), wahrend eine kleinere Gruppe von Staimmen den a-Chemokin-Rezeptor CXCR4
bindet (T-trope bzw. X4-trope Stamme). Nach erfolgreicher Bindung Ubernimmt das
Oberflachenprotein gp41 die Aufgabe, die virale und zellulare Membran zur Fusion zu

bringen, wodurch das Viruskapsid in die Zelle gelangt.

Abbildung 4: Schematische Dar-stellung
des Replikationszyklus von HIV-1. Nach der
Rezeptorbindung (1) fusionieren die
Membran von Virus und Zelle (2) und das
Viruskapsid tritt in die Zelle ein (3). Die
reverse Transkriptase schreibt die RNA des
Virus in ¢cDNA um (4), die in den Zellkern

9- Zusammensetz%f)r\n‘g importiert (5) und dort durch die Integrase
\ ins zellulare Genom integriert wird (6). Die

zelluldare  Transkriptase (7) und die
Ribosomen (8) produzieren darauf-hin neue
virale RNA und Enzyme, die sich an der
Zellmembran sammeln, zusammensetzen
und als neue Virus-partikel ausgeschieden
werden (9) (eigene Darstellung nach
(Fanales-Belasio et al. 2010; Woens 2018)).
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Die virale RNA wird dort durch die viruseigene reverse Transkriptase in doppelstrangige cDNA
umgeschrieben. Im Vergleich zur DNA-Replikation in Zellen, aber auch mit anderen viralen
Polymerasen, zeichnet sich dieses Enzym durch seine hohe Fehleranfalligkeit aus (Roberts et
al. 1988). Dazu tragt vor allem der Mangel einer Fehlerkorrekturfunktion bei (Abram et al.
2010). Die menschliche RNA-Polymerase 1l, die das integrierte Virusgenom zur Produktion
neuer Viruspartikel transkribiert, hat eine ebenfalls schwach ausgepragte
Fehlerkorrekturfunktion, was in Kombination eine bemerkenswert hohe Mutationsrate
ergibt. Je nach Studie und verwendeter Untersuchungsmethode werden in einem
Replikationszyklus Fehlerraten zwischen 103 und 10~ also alle 1.000-100.000 Basenpaare
angegeben (Abram et al. 2010). Dies entspricht in etwa 0,1 bis 10 Punktmutationen je
Virusgenom. Aufgrund der hohen Mutationsrate liegt HIV-1 in infizierten Personen als
Quasispezies vor, also als dynamisches Ensemble genomisch &ahnlicher, jedoch nicht
identischer Virusvarianten (Tough und McLaren 2018). Gepaart mit der chronischen Natur der

Infektion, die eine kontinuierliche Replikation ermoglicht, schafft die glinstige Bedingungen



fiir die Entstehung von Resistenzmutationen. Zusammen mit dem Selektionsdruck durch
antiretrovirale Medikation, insbesondere wenn diese aufgrund von mangelnder Patienten-
Compliance oder suboptimaler Medikamentenauswahl nicht vollstandig hemmend wirkt,
kann die antivirale Wirkung von Therapeutika erheblich beeintrachtigt werden. Nach der
reversen Transkription vermittelt der sogenannte Pre-Integrationskomplex, bestehend aus
der reversen Transkriptase, der Integrase und weiteren Proteinen den Eintritt der DNA in den
Zellkern, wo sie in das Wirtsgenom integriert wird. Hierdurch erreicht das Virus eine stabile
Ablage seines Erbguts. Die so integrierte virale DNA, auch als Provirus bezeichnet, wird
nachfolgend wieder von zelluldaren Transkriptionsfaktoren gelesen und in RNA transkribiert.
Die verschiedenen SpleiBvarianten dieser mRNA bilden die Grundlage fir die Synthese der
viralen Proteine. Diese sammeln sich gemeinsam mit dem vollstandig transkribierten viralen
RNA-Genom an der Zellmembran, bevor sie sich beim Ausknospen zu einem Viruspartikel
zusammensetzen und abschniiren. Zu guter Letzt muss das neue Virus noch eine weitere

Reihe proteolytischer Reifungsschritte durchlaufen, bevor es infektios ist (Freed 2015).

1.1.4. Therapie von HIV-1 und AIDS

Die kontinuierliche Entwicklung von Therapeutika gegen HIV-1 seit der Entdeckung des Virus
hat zu bedeutenden Fortschritten gefiihrt. Heutzutage haben Patienten mit Zugang zur
antiretroviralen Therapie eine breite Palette hochwirksamer Medikamente zur Verfligung, die
bei richtiger Anwendung die Virusreplikation hemmen und die Entwicklung von AIDS
verhindern. Diese Therapie ist oft so effektiv, dass die Viruslast auf nicht nachweisbare Werte
absinkt, wodurch zudem eine Weitergabe des Virus lber gingige Ubertragungswege wie
Geschlechtsverkehr oder Blut nahezu ausgeschlossen wird. Die Geschichte der
antiretroviralen Medikamente begann mit dem Thymidinanalogon Zidovudin
(Azidothymidin), einem nukleosidischen Inhibitor der reversen Transkriptase (NRTI), der die
Umschreibung von RNA in DNA Uber das aktive Zentrum des Enzyms unterbindet. Zusatzlich
zu den NRTIs wurden im Laufe der Zeit weitere Klassen antiretroviraler Therapeutika
entwickelt, darunter Eintrittshemmer, Fusionsinhibitoren, nicht-nukleosidische reverse
Transkriptase-Inhibitoren (NNRTIs), Integraseinhibitoren (INSTIs) und Proteaseinhibitoren
(Pls). Eintrittshemmer stoéren die Bindung des Virus an den CD4-Rezeptor (lbalizumab), CCR5-
Corezeptor (Maraviroc) oder das gp120-Protein (Fostemsavir), wahrend Fusionsinhibitoren

die Zellmembranfusion nach der Bindung des Virus an die Wirtszelle blockieren (Enfuvirtide).



Abbildung 5: Targets zugelassener
HIV-1-Therapeutika (Beispiele) im
Replikationszyklus. Agonisten der
Rezeptorbindung  kénnen  den
Rezeptor CD4, den Corezeptor CCR5
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(eigene Darstellung nach (Fanales-
Belasio et al. 2010; Woens 2018)).

Integraseinhibitoren blockieren die Integration des in cDNA Uberschriebenen Virusgenoms in
die DNA der Wirtszelle. Alle derzeit zugelassenen Therapeutika dieser Klasse fallen in die
Gruppe der sogenannten Integrase-Strand-Transfer-Inhibitoren. Diese verhindern die
Integration Uber das aktive Zentrum der Integrase, indem sie mit dort fir die Funktion des
Enzyms notwendigen Mg?*-lonen interagieren. In der Entwicklung sind jedoch auch
Substanzen mit anderen Wirkmechanismen wie der Inhibition des fir die Integration
notwendigen Molekilkomplexes oder der Storung der gerichteten Integration der viralen
DNA in transkriptionell aktive Regionen des Wirtsgenoms. Proteaseinhibitoren fungieren als
kompetitives Substrat, das das aktive Zentrum der Protease bindet und blockiert. Dazu
gehoren unter anderem Ritonavir, Atazanavir und Darunavir (Krdausslich und Bartenschlager

2008; Chang et al. 2010; Lv et al. 2015).

Als Reaktion auf die Resistenzentwicklung, die im Laufe der Behandlung auftreten kann,
wurde mit der Verfligbarkeit von Therapeutika mit verschiedenen Wirkmechanismen die
Kombinationstherapie (cART) eingefiihrt. Das Phdnomen der Resistenzentwicklung ist bei
HIV-1, wie Dbereits beschrieben, aufgrund der hohen Fehleranfalligkeit des
Replikationsprozesses und der chronischen Natur der Infektion besonders bedeutsam. Eine
Kombinationstherapie verringert die Chance einer erfolgreichen Resistenzentwicklung des
Virus gegen die Therapie dramatisch, da gleich mehrere, moglicherweise miteinander
inkompatible Mutationen unter gehemmter Replikation stattfinden missen. Dies ist
insbesondere bei den beiden Klassen von Molekiilen, die auf die reverse Transkriptase des

Virus einwirken, zu beobachten. Nukleosidische Inhibitoren der reversen Transkriptase, die



als nicht funktionale Nukleosidanaloga das aktive Zentrum des Enzyms blockieren,
unterscheiden sich stark von ihrem Nicht-Nukleosidischen Gegenpart, der von auRen auf die
Struktur des Enzyms einwirkt. Zur Entstehung einer Resistenz miissten hier gleichzeitig das
aktive Zentrum als auch die aulRenliegende Bindestelle mutieren. Diese Hiirde ist rein
mathematisch hoher: selbst bei einer angenommenen maximalen Mutationsrate von 1:1000
ist eine Kombination von Punktmutationen an zwei spezifischen Basen um den Faktor 1000
unwahrscheinlicher als eine einzelne. Doch selbst in diesem seltenen Fall zeigt sich in der
klinischen Praxis, dass einige Resistenzmutationen gegen NRTI die Suszeptibilitat fiir NNRTIs
erhohen, die Effekte sich in diesem Fall also widersprechen, statt reine Synergien zugunsten

einer Multiresistenz aufzuzeigen (Tozzi et al. 2004; Clark et al. 2006).

Antiretrovirale Therapie wird nicht nur nach Diagnose einer Infektion verschrieben, sondern
kann auch praventiv eingenommen werden. Die sogenannte Praexpositionsprophylaxe (PrEP)
wird seit 2015 von der WHO fiir Risikogruppen empfehlen und leistet einen wichtigen Beitrag

zur Bekdampfung von HIV-1 (O Murchu et al. 2022).

1.1.5. Ziele der globalen Bekampfung von HIV

Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) hat umfassende Richtlinien fir die weltweite
Bekampfung der HIV/AIDS-Pandemie entwickelt. Die Grundlage der weitreichenden
Behandlungsziele wurde 2015 mit der Treat-All Maxime gelegt, nach der antiretrovirale
Therapie fiir alle HIV-infizierten unabhangig ihrer CD4-Zelldichte empfohlen wurde (WHO
2015; Nash et al. 2018). Sie machte sich die zu diesem Zeitpunkt ausreichend breite
Verfiigbarkeit der Therapeutika zunutze und zielte auf eine Unterdriickung der Weitergabe
des Virus. Dieser Ansatz war ein maRgeblicher Beitrag zur Verfolgung der 90-90-90 Zielmarke,
die urspringlich bis Ende 2020 angestrebt wurde (UNAIDS 90-90-90 2014). Diese Zielmarke
setzte folgende Meilensteine: 90% aller HIV-infizierten Personen sollten diagnostiziert sein,
90% der diagnostizierten Menschen sollten Zugang zur antiretroviralen Therapie haben und

90% der Menschen in Behandlung sollten eine nicht mehr nachweisbare Viruslast aufweisen.

Bis September 2020, kurz vor der angestrebten 90/90/90-Frist, lagen die geschatzten Werte
bei 81%/83%/88% bezogen auf die jeweiligen Zielvorgaben. Dies bedeutete eine Licke von
3,3 Millionen Menschen zur Erreichung der 90%-Diagnoserate sowie jeweils 5,4 Millionen

Menschen zur Erreichung der Therapie- und Suppressionsraten.



Die aktualisierten Ziele fiir das Jahr 2025 gingen noch einen Schritt weiter, indem sie das Ziel
auf 95/95/95 erhoéhten und gleichzeitig eine verstarkte Betonung auf die Erreichung dieser

Quoten in allen Bevolkerungsgruppen legen.
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Abbildung 6: Visualisierung und Fortschritt beim Verfolgen der 95/95/95 Ziele. Die Detektion von HIV-Infizierten liegt mit
87% deutlich unter den angestrebten 95%. Die Behandlungsquote von HIV-Infizierten liegt bei 77% (<90% der entdeckten
Infizierten) und die erfolgreiche Virussuppression betrégt 73%. Damit ist der Anteil der Menschen in Behandlung, die auch
eine erfolgreich unterdrickte Viruslast haben, bei etwa 95% und entspricht dem Ziel. Die ersten beiden Zahlen liegen jedoch
noch deutlich unter den fiir 95/95/95 notwendigen Werten (UNAIDS Update 2025)(eigene Ubersetzung der Beschriftung).

Besondere Aufmerksamkeit wird dabei gefahrdeten Gruppen gewidmet. Hierfiir werden die
bisherigen Parameter um Ziele bei der Bereitstellung sexueller und reproduktiver
Gesundheitsdienste fiir Frauen im gebéarfahigen Alter, der Suppressionsrate bei schwangeren
und stillenden Frauen sowie der Verfligbarkeit von PraventionsmaBnahmen fir
Risikogruppen erganzt. Dieser erweiterte Ansatz spiegelt das Bestreben wider, die HIV/AIDS-
Epidemie in all ihren Facetten anzugehen und eine umfassende Gesundheitsversorgung

sicherzustellen.

Die U.N. Sustainable Development Goals fur das Jahr 2030 beinhalten das Ende von HIV/AIDS
als Epidemie, wobei hiermit nicht die Ausrottung des Virus, sondern der Ubergang von einer
Epidemie zur Endemie gemeint ist, bei der die Anzahl der Infizierten je Region stabil oder
sinkend ist, was bei einer chronischen Infektion wie HIV eine maximale Anzahl von
Neuinfektionen in Hohe der (an beliebigen Ursachen) versterbenden HIV-Infizierten bedeutet
(Assefa und Gilks 2020). Eine tatsachliche Ausrottung von HIV ist aufgrund dieser chronischen
Natur ein absolutes Fernziel, dem aktuell keine konkreten Public-Health-Programme
gewidmet sind. Eine Entwicklung, die dieses Ziel realistischer machen kénnte, ware eine
Heilung oder Immunisierung gegen HIV, die nicht von der fortwahrenden individuellen

Compliance der Betroffenen abhangig ist.
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1.1.6. Neue Ansatze der Therapie von HIV-1

Neben den bereits etablierten viralen Targets werden auch zelluldre Kofaktoren der Infektion,
wie der "lens epithelium-derived growth factor" (LEDGF)/p75, die humane tRNAYs3 oder
Phosphatidylinositol-(4,5)-bis-Phosphat (PI(4,5)P,) als Ziele fiir die Therapie erforscht (Shun
et al. 2007; Gremminger et al. 2020; Waheed und Freed 2009). Ein Vorteil zelluldrer
gegenlber viralen Targets ist die ungleich geringere Mutationsrate und die fehlende Selektion
zugunsten von Resistenzmutationen. Dem steht jedoch ein erhohtes Risiko unerwiinschter
Nebenwirkungen gegeniliber, da zelluldre Targets haufig essenzielle physiologische
Funktionen erfillen. Es existieren zwar in Entwicklung befindliche Therapeutika, die die
Interaktion des Virus mit beispielsweise LEDGF/p75 angreifen, als gebundenes Target haben

sie jedoch das daran beteiligte virale Enzym (Tocco et al. 2023).

Impfstoffe stellen die beste Option zur langfristigen und globalen Bekdampfung pandemischer
Erreger dar. Seit Entdeckung des Virus werden daher auch fiir HIV-1 Impfstoffe erforscht und
entwickelt. Diese scheitern jedoch bisher an der groRen genetischen Variation von HIV-1 und

seinen Fahigkeiten zur Immunevasion (Jones et al. 2020; Ng'uni et al. 2020; Kim et al. 2021).

Zuletzt existieren zell- und gentherapeutische Methoden, die auf eine Heilung von HIV-1 Gber
eine Entfernung des CCR5-Corezeptors abzielen, der von den meisten HIV-1-Stammen (M/R5-
trope Stamme) zu Infektion genutzt wird (Awada et al. 2026). So konnten in der
Vergangenheit bei einzelnen Stammzelltransplantationen Spender mit homozygoter A32-
Mutation im CCR5-Gen identifiziert werden (Hitter et al. 2009). Die A32-Mutation reduziert
beziehungsweise verhindert die Prasentation des Rezeptors an der Zellmembran, wodurch
Menschen mit homozygoter CCR5-A32-Mutation praktisch immun gegeniiber M-tropen HIV-
1-Stammen sind. Neuere Fallberichte deuten darauf hin, dass unter spezifischen
Voraussetzungen auch heterozygote CCR5-A32-Spenden mit einer anhaltenden HIV-1-
Remission assoziiert sein konnen (Gaebler et al. 2026). Bei den so erfolgten Immunisierungen
gegen HIV-1 handelte es sich jedoch um Nebeneffekte einer durch Leukdmie notwendigen
Stammezelltransplantation. Wo eine solche primare Indikation fehlt, ist ein so hoch invasiver
und riskanter Eingriff aufgrund der Verfiigbarkeit medikamentoser Behandlung von HIV-1
nicht angemessen. Auch gentherapeutische Methoden koénnen den CCR5-Rezeptor

theoretisch dauerhaft entfernen (Schwarze et al. 2021a; Schwarze et al. 2021b). Weder die
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ex vivo Modifikation von autologen Immunzellen noch der Versuch, hamatopoetische
Stammzellen in vivo zu editieren, zeigen bisher jedoch ausreichend hohe Erfolgsquoten. In
Kombination mit dem hohen notwendigen Aufwand stellen sie (noch) keine Therapieform
dar, die konventionelle cART sinnvoll ergdnzen oder ganz ersetzen konnte (Moso et al. 2025).
All diese Nachteile und Herausforderungen untermalen die unverdndert hohe Prioritat, die
die Suche nach hochwirksamen antiretroviralen Wirkstoffen fir die akute und langfristige

Behandlung von HIV-Infizierten sowie die PrEP hat.

1.2. Die Covid-19 Pandemie

SARS-CoV-2 ist der fur die Krankheit COVID-19 (Coronavirus disease 2019) und die
gleichnamige 2019 ausgebrochene Pandemie verantwortliche Erreger (Zhou et al. 2020;
Huang et al. 2020). Ausgehend von der chinesischen Region Wuhan entwickelte sich das Virus
innerhalb weniger Wochen zu einer der grofSten globalen Gesundheitsherausforderungen. Bis
zum Ende der durch die WHO ausgerufenen internationalen Gesundheitsnotlage im Mai 2023
gab es Gber 700 Millionen bestatigte Infektionen und tber 7 Millionen Todesopfer, wobei von
einer sehr hohen Dunkelziffer bei der Detektion und auch von einer hoéheren Anzahl
tatsachlicher Todesopfer auszugehen ist (Mathieu et al. 2026; Karlinsky und Kobak 2021).
SARS-CoV-2 verursacht trotz der global erfolgten Immunisierung durch Impfprogramme und
erfolgte Infektionen auch nach Ende der globalen pandemischen Notlage noch regelmaRige

Krankheitswellen, jedoch mit weitaus geringeren gesundheitlichen Folgen.

Weltweit gemeldete Infektionen Weltweit gemeldete Covid19-
mit SARS-CoV-2 (wochentlich) bedingte Todesfalle (wéchentlich)
100k
40m
80k
30m
60k
20m
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10m 20k
0 L 0 K“‘J/‘/\_,
Jan Jan Jan Jan Jan Jan Jan Jan
2021 2022 2023 2024 2021 2022 2023 2024

Abbildung 7: Weltweit gemeldete Infektionen mit SARS-CoV-2 und Covid19-bedingte Todesfille (jeweils wochentlich).
Dargestellt sind die Zahlen bis 06/2024. Nach diesem Zeitpunkt blieben die global gemeldeten Todesfille konstant unter
2000 pro Woche. Die rote Linie markiert das Ende des durch die WHO erklarten globalen Gesundheitsnotstandes im Mai
2023. Die tatsachlichen Zahlen sind aufgrund mangelnder Tests in der Frilhphase und ausgesetzter Testvorschriften in der
Spatphase vermutlich deutlich héher (WHO Covid-19 Dashboard 2026).
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Neben den Kosten, die erforderliche Auffrischungsimpfungen und Krankheitsausfalle in
Gesundheitssystem und Wirtschaft verursachen, stellen auch die individuellen Folgen der
Infektion weiterhin ein relevantes Gesundheitsrisiko dar, besonders fir vulnerable Gruppen.
Auch wenn Falle akuter, schwerer Lungenentziindungen durch die Immunisierung besonders
effektiv eingedammt werden, verbleiben Risiken fir kardiovaskuldre und Organschaden
sowie flr eine Reihe postviraler Symptome (Gupta et al. 2025; Yet et al. 2026). Die
Entwicklung von Impfstoffen gegen das neue Virus, einschliefllich seiner aufgrund von
Mutationen auftretenden Varianten, hat durch internationale Zusammenarbeit und die
bahnbrechende Entwicklung der mRNA-Impfstofftechnologie enorme Fortschritte gemacht
(Gote et al. 2023). Trotzdem besteht weiterhin Bedarf an Therapeutika fiir Menschen mit
unzureichendem Immunschutz, wie Neugeborene, Immunsupprimierte und fir die selten
auch bei bestehendem Immunschutz auftretenden schweren Krankheitsverlaufe (Galmiche
et al. 2022). In den Anfangsphasen der Pandemie wurden vermehrt unspezifische
Therapeutika eingesetzt, die darauf abzielten, GberschieRende Immunreaktionen zu mildern.
Hierbei spielte vor allem das Kortikosteroid Dexamethason eine bedeutende Rolle, das liber
die intrazelluldren Glucocorticoid-Rezeptoren Entziindungsprozesse hemmt (Namazi 2022;
Kino et al. 2021). Mit zunehmendem Verstandnis der Infektionsmechanismen verlagerte sich
der Schwerpunkt auf gezieltere Therapieansatze, die den Infektionsverlauf und die spezifische

Virusbiologie direkt angehen (Asselah et al. 2021; Li et al. 2023).

Eine wichtige Rolle bei der Suche nach Therapiemoglichkeiten spielte das sogenannte "Drug
Repurposing", bei dem bereits zugelassene Medikamente auf ihre mogliche Wirkung bei mit
SARS-CoV-2 infizierten Menschen untersucht wurden (Kuzikov et al. 2022). Ein noch
spezifischerer Ansatz war die Entwicklung neutralisierender Antikorper und Nanobodies, die
aus B-Zellen konvaleszenter Patienten isoliert oder gezielt durch kiinstliche Immunreaktionen
in Labortieren erzeugt und aufgrund ihrer spezifischen Bindung an die Virusoberflache und
der Fahigkeit zur Neutralisation, also zur Blockade der Bindung an die Zellrezeptoren,
selektiert wurden (Cao et al. 2020; Hurt und Wheatley 2021; Chiyyeadu et al. 2024). Letzteres

Verfahren ist jedoch ein Wettlauf gegen die dynamische Entwicklung des Virus.

1.2.1. SARS-CoV-2 Infektion und Krankheitsverlauf

SARS-CoV-2 wird, wie alle Coronaviren, primar respiratorisch verbreitet. Im Gegensatz zu den

meisten Vertretern seiner Art sind Erkrankte jedoch oft bereits vor dem Eintritt von
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Symptomen oder trotz ausbleibender Symptome infektiés und die Ubertragung findet nicht
nur tUber Tropfchen, sondern auch in relevantem Malle in Form von Aerosolen statt. Erkrankte
sind in sehr unterschiedlichem MafRe ansteckend, was in Kombination mit dem Potential der
aerosolischen Ubertragung eine starke Uberdispersion des Virus und groRe Bedeutung von
“Superspreading Events” zur Folge hat. Diese Faktoren sind entscheidend fiir seine starke
Verbreitung und die Schwierigkeit der Eindammung (Endo et al. 2020; Hart et al. 2021;

Meyerowitz et al. 2021).

Eine Infektion mit Coronaviren, so auch SARS-CoV-2, |6st zumeist erkaltungsartige Symptome
wie Husten, Fieber, Halsschmerzen sowie Gelenk- und Muskelschmerzen (Myalgie) aus (Fehr
und Perlman 2015; Elrobaa und New 2021). SARS-CoV-2 kann dariber hinaus aber deutlich
haufiger als die meisten Coronaviren zu atypischen, schweren Lungenentziindungen fihren,
die mit einer Schadigung des Lungenepithels und einer Uberschiefenden Immunreaktion
einhergehen kénnen (Al-Jahdhami et al. 2022; Xu et al. 2020). Ein weiteres charakteristisches
Symptom fir eine Infektion mit SARS-CoV-2 ist der Verlust des Geschmacks- bzw.
Geruchssinns (Eshraghi et al. 2020; Hannum et al. 2023). Schwere Verldufe zeichnen sich
dabei auch durch eine Beteiligung weiter Organe aus, darunter vor allem das kardiovaskuldre
System (Rabaan et al. 2023; Kozlik et al. 2022; Pal et al. 2021). Auch gastrointestinale,
nephrologische sowie neuropathologische Symptome wurden beobachtet (Galanopoulos et

al. 2020; Welcome und Mastorakis 2021; Maiese et al. 2021).

Zusatzlich zur Schadigung durch die akute Infektion zeichnet sich SARS-CoV-2 durch eine
ausgepragte Anzahl postviraler Syndrome aus. Neben bleibenden respiratorischen,
kardiovaskularen, neurologischen und gastrointestinalen Schaden aus der akuten
Infektionsphase gehdren dazu auch Phanomene, die sich erst nach der Infektion einstellen.
Besonders hervorzuheben ist dabei die Myalgische Enzephalomyelitis/das Chronische
Fatigue-Syndrom (ME/CFS), eine schwere Erkrankung, die sich primar in Form von
Erschopfung, Schlafstorungen, Schmerzen und kognitiver Einschrankung duBert (Xu et al.
2026). Das fur schwere virale Erkrankungen nicht untypische Auftreten von postviraler
Fatigue scheint bei diesem Virus besonders stark ausgepragt und stellt mit etwa 40% das

haufigste Symptom unter langfristig von Infektionsfolgen Betroffenen dar (Halas et al. 2025).

Die teils schweren und bleibenden Einschrankungen werden unter den Begriffen Post Covid

(4-12 Wochen nach Infektion) und Long Covid (>12 Wochen nach Infektion) zusammengefasst



14

und sind nach wie vor Gegenstand aktiver Forschung Sie machen aufgrund der chronischen
Natur auf lange Sicht einen hoch relevanten Anteil der durch die Pandemie ausgelGsten

Belastung fiir die menschliche Gesundheit aus (Yadav et al. 2026).

1.2.2. Ordnung von Coronaviren und SARS-CoV-2

SARS-CoV-2 ist ein Virus der Familie der Betacoronaviren im Subgenus Sarbecoviren (SARS-
related betacoronaviruses). Die Familie der Coronaviren, die zur Ordnung Nidovirales
gehoren, wurde erstmals 1966 identifiziert und wurde in verschiedenen (Nutz-)Tieren und
Menschen nachgewiesen. lhr Name leitet sich von den charakteristischen Spike-Proteinen auf
ihrer Oberflache ab, die unter dem Mikroskop an die Struktur der Sonnenkorona erinnern. Zu
den endemisch zirkulierenden humanen Coronaviren (HCoV) gehéren die Alphacoronaviren
HCoV-229E und HCoV-NL63 sowie die Betacoronaviren HCoV-HKU1 und HCoV-OC43. Diese
verursachen bei immunkompetenten Menschen, wie bereits beschrieben, zumeist milde

Erkdltungssymptome und zeigen ein saisonales Verbreitungsmuster (van der Hoek 2007).

Abseits dieser endemischen Erreger sind seit dem Beginn des 21. Jahrhunderts auch mehrere
neue, von Tieren auf den Menschen (Ubertragene Coronaviren aufgetreten, die
schwerwiegende Atemwegssymptome verursachen. Das erste Virus dieser Art war das SARS-
Coronavirus, das 2003 in China ausgebrochen ist (Drosten et al. 2003). Seitdem werden
ahnliche Viren unter dem Begriff Sarbecoviren (SARS-assoziierte Betacoronaviren)
zusammengefasst. Im Jahr 2012 gab es in Saudi-Arabien einen weiteren Ausbruch eines
Sarbecovirus, das den Namen Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus (MERS-CoV)
erhielt (Azhar et al. 2019) Sowohl SARS-CoV als auch MERS-CoV waren hochpathogene
Erreger, die glicklicherweise regional begrenzt werden konnten, dennoch fiihrten sie zu

jeweils etwa 800 Todesfallen (Feng und Gao 2007; Al-Omari et al. 2019).

SARS-CoV-2 trat Ende 2019 zum ersten Mal auf. Im Vergleich zu SARS-CoV und MERS-CoV
verbreitete sich dieses Virus dulRerst rasch. Die Nachverfolgung und Einddmmung wurden
durch das hadufige Ausbleiben von Symptomen wahrend der friihen infektiosen Phase
erschwert (Zhou et al. 2020; WHO 2020). Das Virus zeichnete sich zudem durch eine
ausgepragte Uberdispersion und die Fahigkeit aerosolischer Transmission aus, was
GrolRveranstaltungen eine besondere Rolle als potenziellen Superspreading-Events

zukommen lieB (Endo et al. 2020; Wegehaupt et al. 2023). Trotz der im Vergleich zu SARS-
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CoV und MERS-CoV geringeren individuellen Pathogenitat brachte SARS-CoV-2 durch die
schiere Masse an Infektionen die globalen Gesundheitssysteme an ihre Grenzen und totete

bis heute etwa 7 Millionen Menschen (Mathieu et al. 2026).

1.2.3. Virusbiologie von Coronaviren und SARS-CoV-2

SARS-CoV-2 ist ein spharisch aufgebautes Virus mit einem durchschnittlichen Durchmesser
von etwa 100 nM (Ke et al. 2020; Zhu et al. 2020). Das Genom besteht aus einem einzelnen
RNA-Strang mit positiver Polaritat und ist mit etwa 29,9 kb Lange typisch fiir Coronaviren, die
die langsten Genome aller RNA-Viren haben (NCBI-Genbank txid2697049, acc. 2024). Es
besitzt eine 5'Cap und einen 3'Poly(A)-Schwanz, so dass es als mRNA fir die Translation in der

Wirtszelle fungieren kann (Hu et al. 2021).

Die genetische Struktur gliedert sich in sechs funktionale offene Leserahmen (Open Reading
Frames, ORF): Replikase (ORF1a/ORF1b), Spike (S), Envelope (E), Membrane (M) und
Nukleokapsid (N). Diese strukturellen Gene kodieren fir Proteine, die essenziell fir die
Virusreplikation und -freisetzung sind. Etwa zwei Drittel des Genoms bestehen aus dem
Replikase-Gen (20 kb, ORF1a/ORF1b). Die Translation von ORFla resultiert zunachst im
Polyprotein ppla, welches im weiteren Verlauf in 11 nicht-strukturelle Proteine (NSPs)
aufgespalten wird (Kim et al. 2020). ORF1lb wird mittels ribosomalem Frameshift zum
Polyprotein pplab translatiert, welches wiederum die Grundlage fiir 16 verschiedene nsps
darstellt, die am Infektionszyklus im Wirt beteiligt sind (Gordon et al. 2020). Neben
verschiedenen Steuerungssequenzen enthalt ORF1a/ORF1b auch eine strukturierte, nicht
translatierte Region (UTR), die an der RNA-Replikation, Transkription und der RNA-Synthese
funktional beteiligt ist (Malone et al. 2022).

Abbildung 8: Schematischer Aufbau
des SARS-Coronavirus. Auf der

Spike-Protein (S) Membran des Virus sitzt das Spike-
. Protein (S), mit dem das Virus den
Membran-Protein (M) ACE2-Rezeptor der Zielzelle bindet. Das

s ; Envelope-Protein (E) ist ein
Nukleokapsid-Protein (N) Transmembranprotein und lonenkanal.

E Membran Die Virusstruktur wird durch das
Membran-Protein (M) und dessen

(+)ssRNA (1 Kopie) Interaktion mit dem Nukleokapsid-

Protein (N) stabilisiert. Letzteres

Envelope-Protein (E) schiitzt wiederum die virale RNA, die

als +sense Einzelstrang vorliegt (eigene
Darstellung nach (Pizzato et al. 2022)).
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Das 150 kDA groRRe Spike (S)-Protein auf der Virusoberfliche bindet an das Angiotensin-
Converting-Enzym 2 (ACE2) auf der Wirtszelle und vermittelt so den Eintritt des Virus in die
Zelle, was es zum wichtigen Target fir neutralisierende Antikérper macht. Es ist aus der
Rezeptorbindungsdomane S1 und dem Stiel S2 zusammengesetzt, die im Verlauf der Bindung
an den Rezeptor der Zielzelle an der Furinspaltstelle proteolytisch gespalten werden. Seine

,Spike”-Form erhalt es durch die Zusammensetzung als Homotrimer.

Die Membran des Virus wird durch das etwa 25-30 kDa groRe Membranprotein (M-Protein)
strukturiert, das als Dimer die Krimmung und Bindung der Membran an das Nukleokapsid
organisiert. Das Hdillprotein  (Envelope, E-Protein) von SARS-Viren ist ein
Transmembranprotein mit einer GroBe von 8-10 kDa und fungiert unter anderem als
lonenkanal (Nieto-Torres et al. 2014). Das Nukleokapsidprotein (N-Protein) Gbernimmt mit
seinen RNA-bindenden Eigenschaften die Verpackung des Genoms und stabilisiert durch
Interaktionen mit dem M-Protein und dem Replikase-Transkriptase-Komplex die

Virusstruktur (Cubuk et al. 2021; Hurst et al. 2009).

1.2.4. SARS-CoV-2 Zelleintritt und Replikation

Zum Verstandnis des Infektionsablaufes und als Grundlage fiir die Entwicklung effektiver
Impfstoffe und Therapeutika ist das Verstandnis der Zellbindung und des Eintritts in die
Wirtszelle wichtig. Die daran beteiligten viralen Molekile und ihre bindungsrelevanten
Epitope sind die Grundlage fiir Impfstoffe, die dem Kérper die Produktion neutralisierender,
also diese Bindung verhindernder, Antikdrper ermoglichen. Die zelluldren
Oberflachenproteine kénnen ebenfalls attraktive Targets fiir Therapeutika darstellen. In der
Infektion spielt das Angiotensin-Converting-Enzym 2 (ACE2) an der Zelloberfliche eine
entscheidende Rolle. Das Spike-Protein des Virus besitzt in seiner Untereinheit 1 (Subunit 1,
S1) eine C-terminale Rezeptorbindungsdomane (RBD), die mit hoher Affinitdt spezifisch an
ACE2 bindet. AnschlieBend gibt es zwei verschiedene Ablaufe des Zelleintrittes, deren relative
Bedeutung sich im Laufe der Virusevolution mehrmals so verdndert hat, dass der dominante

Eintrittsweg zwischen ihnen gewechselt hat.

Der erste Eintrittsweg umfasst die direkte Fusion der Virusmembran mit der Zellmembran
nach der Bindung des Spike-Proteins an hACE2 an der Zelloberflache. Zur Fusion mit der

Zellmembran bendétigt es dabei einen proteolytischen Aktivierungsschritt, in dem das
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Spikeprotein zwischen seiner ersten und zweiten Untereinheit gespalten wird (S1/S2
cleavage). Dieser Schritt wird von der ebenfalls membranstindigen Transmembran-

Serinprotease 2 (TMPRSS2) (ibernommen, sofern diese exprimiert wird (Koch et al. 2021).

8 - Ausknospung
Abbildung 9: Schematischer Lebenszyklus von
SARS-CoV-2 in infizierter Zelle. Nach der
Rezeptorbindung (1) tritt das Virus Uber die
Membranfusion oder einen endosomalen
Pathway in die Zelle ein (2), wo die virale RNA-
Polymerase direkt von der RNA translatiert wird

2 - Membranfusion

(3). Diese schreibt daraufhin die virale +sense
,'/\/ RNA zunéchst in -sense-RNA um, die wiederum
3 - Translation viraler als Template flr die Replikation des +sense-
RNA-Polymerase Genoms dient (4). Von diesem werden uUber
/\Q_ sense diskontinuierliche Transkription und
@ Translation die viralen Proteine exprimiert (5)
4 - RNA-Replikation ° und im Endoplasmatischen-Retikulum-Golgi-
/\f\\/: o Interkompartiment (ERGIC) zu viralen Partikeln
zusammengesetzt (6) um schlieflich an der
5 S Translation viraler Zellmembran freigesetzt zu werden (7) (eigene

Proteine (N/S/M/E) Darstellung nach (Pizzato et al. 2022)).

Der zweite Eintrittsweg erfolgt bei fehlender TMPRSS2, ist aber auch unabhéngig davon bei
bestimmten Virusvarianten der dominante Pathway. Er beinhaltet die Aufnahme des Virus
durch Endozytose, nachdem das Spike-Protein an hACE2 gebunden hat. Hierbei wird das Virus
in intrazelluldre Vesikel aufgenommen, die dann mit lysosomalen Organellen fusionieren. Die
saure Umgebung der Lysosomen aktiviert L-Cathepsin, das das Spike-Protein spaltet und den

Eintritt des viralen Genoms in das Cytosol ermoglicht (Bayati et al. 2021).

Das einzelstrangige RNA-Virusgenom rekrutiert im Cytosol die Ribosomen der Wirtszelle und
wird als mRNA in die Polyproteinuntereinheiten ppla und pplab Ulbersetzt. Diese ergeben
wiederum 16 verschiedene Nichtstrukturproteine (NSPs), die mittels der in nsp3 codierten
papain-like Protease und der in nsp5 codierten chymotrypsin-like Protease voneinander
abgespalten werden. Die RNA-abhangige RNA-Polymerase NSP12 bildet das Herzstiick des
Replikase-Transkriptase-Komplexes (RTK), der sowohl die Replikation der genomischen RNA

als auch die Transkription der subgenomischen mRNAs vermittelt (Malone et al. 2022).

Zur Unterstlitzung der RNA-Synthese und zur Umgehung der zelluldren Immunantwort
moduliert SARS-CoV-2 die Membranstruktur des endoplasmatischen Retikulums. Die
entstehenden Strukturen werden als Replikationsorganellen beschrieben (Cortese et al. 2020;

Snijder et al. 2020). Die S-, E- und M-Proteine werden durch ein komplexes System
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diskontinuierlicher Transkription und Translation generiert und im modulierten ER bzw. dem
ERGIC (Endoplasmatisches-Retikulum-Golgi-Interkompartiment) mithilfe des N-Proteins zu
viralen Partikeln verpackt. Schlieflich werden diese zur Zelloberflache transportiert, wo sie

durch Abkapselung von der Membran freigesetzt werden (Malone et al. 2022).

1.2.5. Virusevolution und Varianten

Im Verlauf der Pandemie hat SARS-CoV-2 vielfdltige Mutationen akquiriert, die in der
Entstehung von Virusvarianten mit unterschiedlichen Charakteristika resultierten. Auch wenn
das Virus bei seiner Replikation im Unterschied zu HIV und vielen anderen RNA-Viren eine
Proofreading-Funktion in Form der Exoribonuklease hat, flihrte die schiere Anzahl an
Infektionen und damit verbundenen Replikationen zu einer grofRen Zahl von Mutationen. Zu
den Mutationen mit dem groRten Einfluss auf den Verlauf der Pandemie und die globalen
Gesundheitssysteme gehoren dabei Verdnderungen in der Transmissibilitat, der Pathogenitat

und der Immunflucht (Thakur et al. 2022).

Die erste epidemiologisch relevante Mutation, der Aminosdureaustausch D614G im
Spikeprotein (Variante B.1), geschah bereits in den ersten Wochen der Verbreitung und fand
auBerhalb der Fachwelt wenig Beachtung (Korber et al. 2020). Darauf folgten Varianten, die
von der WHO als “variants of concern” (VOC) deklariert und mit spezifischen Namen versehen
wurden. Zu den global relevantesten dieser Varianten gehéren die im Dezember 2020
entdeckte Alpha-Variante (B.1.1.7), die im April 2021 entdeckte Delta-Variante (B.1.617.2)
und die im November 2021 entdeckte Omikron-Variante (B.1.1.529), deren Auftreten jeweils
mit heftigen Steigerungen der Infektionsdynamik einhergingen und weltweite
Infektionswellen auslésten (Choi und Smith 2021). Dabei zeichneten sich Alpha und Delta
primar durch stark gesteigerte Transmissionscharakteristika aus, wahrend mit Omikron die
erste Variante mit hohem Grad an Immunflucht gegeniber der bis dahin etablierten

Bevolkerungsimmunitat auftrat (McLean et al. 2022; Harvey et al. 2021).

Die Pathogenitat der Varianten variierte und unterlag keiner linearen Entwicklung. Wahrend
Alpha und Delta jeweils eine deutliche Steigerung der Pathogenitat aufwiesen, war bei der
Omikron-Variante eine im Vergleich zur zuvor dominanten Delta-Variante verringerte
Fusogenitat und damit einhergehend verringerte Pathogenitat zu verzeichnen (Suzuki et al.

2022).
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Abbildung 10: Phylogenetischer Baum der wichtigen SARS-CoV-2 Varianten. Dargestellt sind Varianten vom Wildtyp bis zu
den Omikron-Subvarianten BA.1-BA.5, den letzten fir die hier beschriebenen Versuche relevanten Varianten, die offiziell als
"Variants of Concern" klassifiziert wurden. Variants of Interest sind beobachtete Varianten, die (noch) nicht den Status
,Variants of Concern” verliehen bekommen haben.

Dabei ist es wichtig anzumerken, dass es keine direkte phylogenetische Verbindung von einer
dominanten Variante zur chronologisch nachsten geben muss. Gerade Omikron ist nicht in
direkter Nachfolge von Delta entstanden, sondern vermutlich aus einer friheren Variante. Es
gilt mittlerweile als wahrscheinlich, dass groBere Spriinge in den akquirierten Mutationen
zwischen den Varianten nicht einfach von der genomischen Surveillance unbemerkt graduell
in der Transmission von Wirt zu Wirt passiert sind. Im Gegenteil scheinen besonders
immunsupprimierte Patienten mit chronischer Infektion das ideale Umfeld zu gradueller
Anpassung und Optimierung der Infektions- und Immunflucht-Eigenschaften darzustellen
(Choi et al. 2020; Kemp et al. 2021). In diesen trifft die permanent erfolgende Replikation des
Virus mit den resultierenden Replikationsfehlern auf ein immunologisches Umfeld, das
ausreicht, um durch seine Aktivitat sowohl den Wirt am Leben zu erhalten als auch einen
konstanten Selektionsdruck zu erzeugen, ohne dabei die Persistenz der Infektion und damit
die Anzahl an Replikationsereignissen kritisch zu verringern. So kann sich eine bekannte
Variante liber mehrere Wochen oder Monate innerhalb desselben Patienten eine Vielzahl an
Mutationen aneignen, um dann bei der Weitergabe von diesem Patienten scheinbar aus dem
Nichts als neue Variante ohne bekannte Zwischenschritte auf dem Radar der globalen

Genom-Surveillance aufzutauchen (Avanzato et al. 2020; Cele et al. 2022).
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1.2.6. Therapie von SARS-CoV-2

Die Therapie von SARS-CoV-2 ist ein komplexes Feld, das in seiner Entwicklung von der
rasanten Ausbreitung des Virus sowie seiner konstanten Mutation und Anpassung gepragt
wurde und wird (Li et al. 2023). Die Wirkmechanismen potenzieller Therapeutika fiir Covid-
19 sind vielfaltig und missen sich den Verdnderungen von Virus und Wirtspopulation
anpassen. Eine Moglichkeit, den langwierigen Prozess der de-novo Entwicklung von
Therapeutika zu umgehen, ist das sogenannte Drug-repurposing. Dabei werden Wirkstoffe,
die bereits eine Zulassung fiir bestehende Indikationen besitzen, auf ihre Wirksamkeit in
einem neuen Kontext — hier Covid-19 — untersucht (Pushpakom et al. 2019). Dies eroffnet die
Moglichkeit, auf bereits bestehende Sicherheitsdaten, Formulierungen, Produktions- und
Verteilungsketten zuzugreifen, sollte sich eine Wirksamkeit herausstellen. Wichtig ist hierbei
selbstverstandlich, dass die in Wirksamkeitsstudien gefundenen Dosen den bereits
zugelassenen Rahmen nicht verlassen, da sonst eine erneute Sicherheitsiiberpriifung erfolgen

muss.

Eine der ersten erfolgreichen Therapien bestand in der Anwendung von Dexamethason,
einem Kortikoid, welches die Immunreaktion dampfte (Kino et al. 2021). Dies fand seine
Anwendung vor allem bei immunnaiven Patienten mit GberschieRender Immunreaktion und
verlor entsprechend mit Einsetzen der Impfkampagne und dem abnehmenden Anteil

immunnaiver Patienten an Bedeutung.

Ein weiteres Beispiel ist das antivirale Therapeutikum Remdesivir, das urspriinglich zur
Behandlung von Ebola entwickelt worden war und als Nukleotidanalogon bereits breite
Wirksamkeit gegen verschiedene RNA-Viren, auch Coronaviren, gezeigt hatte (Sheahan et al.
2017; Siegel et al. 2017). Es wurde 2020 fur die Behandlung von Covid-19 Patienten
zugelassen und konnte aufgrund der bereits weit vorangeschrittenen Entwicklung und
Untersuchung schnell zur klinischen Anwendung gebracht werden (Lamb 2020). Es sollte sich
im weiteren Verlauf jedoch als vermutlich nur gering oder nicht wirksam in der Vermeidung

schwerer Falle von Covid-19 erweisen (Grundeis et al. 2023).

Ebenfalls zum Teil ein Ergebnis von Drug-Repurposing ist das Kombinationspraparat Paxlovid,
das seit 2022 zum Einsatz kommt. Es besteht zum einen aus dem neu entwickelten, SARS-

CoV-2 spezifischen Wirkstoff Nirmatrelvir, der die 3C-dhnliche Protease (3CLP°, NSP5) hemmt
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und zum anderen aus dem HIV-1-Therapeutikum Ritonavir (Marzi et al. 2022; Zheng et al.

2023; Hashemian et al. 2023).

Patienten mit geschwachtem Immunsystem kénnen gerade in der Friihphase der Infektion
von einer Transfusion mit rekonvaleszentem Plasma bereits genesener Covid-19-Patienten
profitieren. Bei immungesunden Patienten ist der Nutzen eingeschrankt und das gleicht den
Aufwand und das Risiko einer allergischen Reaktion auf die transfusionsmedizinische

Behandlung nicht aus (Peng et al. 2021; Fung et al. 2021).

Eine noch starker vom Pandemieverlauf und vor allem der Virusevolution abhangige,
entsprechend oft kurzlebige Klasse von Therapeutika ist die Gruppe der monoklonalen
Antikorper (Hurt und Wheatley 2021). Dabei handelt es sich um aus konvaleszenten Patienten
isolierte oder in Versuchstieren generierte Antikorper, die Patienten akut wie auch
prophylaktisch verabreicht werden kdnnen, um zirkulierendes Virus zu neutralisieren, indem
mit der Wirtszelle interagierende Epitope gebunden und blockiert werden (Cowan et al. 2023;
Cao et al. 2020). Aufgrund ihrer hochspezifischen Bindung an die Oberflache des bestédndig
mutierenden Virus sind sie besonders stark von den Immunflucht-Mutationen betroffen, die
das Virus als Antwort auf die bestehende Immunitat der Wirtspopulation entwickelt. Dies gilt
vor allem im Gegensatz zur wirtseigenen Immunitat, die sich auf eine groere Breite
neutralisierender Antikorper stitzt, sich in immunkompetenten Patienten dynamisch an die
jeweils vom Virus prasentierten Epitope anpassen kann und mit der T-Zell-vermittelten
Immunitdt einen weiteren Abwehrmechanismus besitzt (Sette und Crotty 2021).
Wahrenddessen miissen monoklonale Antikorper regelmaRig aufgrund mangelnder
Wirksamkeit aufgegeben werden, wenn eine neue Virusvariante mit entsprechenden

Veranderungen am gebundenen Epitop dominant wird und die bisherige ablost.
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1.3. Lentivirale Vektoren

Natiirlich vorkommende Viren sind evolutionir auf die Ubertragung ihres genetischen
Materials optimiert. Jahrzehnte der virologischen Forschung haben nicht nur zu Strategien zu
ihrer Abwehr geflihrt, sondern auch die Moglichkeit eroffnet, diese Eigenschaft fir
biotechnologische Anwendungen zu nutzen. Durch gentechnische Modifikation sind virale
Vektoren erzeugt worden, die ein vielseitiges und effizientes Werkzeug zur genetischen
Modifikation von Zellen fiir therapeutische und diagnostische Zwecke darstellen. Besonders
hervorzuheben sind die in dieser Arbeit verwendeten, von HIV-1 abgeleiteten lentiviralen
Vektoren, die eine Reihe vorteilhafter Eigenschaften kombinieren, darunter die Fahigkeit
zuverlassiger  Transduktion  verschiedenster Zelltypen unabhdangig von deren
Proliferationsaktivitdat und eine stabile Integration in deren Genom. Im Vergleich zu anderen
viralen Vektoren haben sie dariliber hinaus eine hohe Verpackungskapazitat von etwa 9 kb

(Naldini et al. 1996; Wang et al. 2021).

HIV-1 Genom

Transfer-Plasmid — CMV

|- R | e —

Packaging-Plasmide

— CMV

Envelope-Plasmid ~ —] CMV —- Poly-A —

Abbildung 11: Aufteilung der zur Vektorproduktion notwendigen lentiviralen Gene im lentiviralen Vektorsystem der
dritten Generation. *Das Envelope-Plasmid kann je nach gewlinschtem Tropismus angepasst werden (Dull et al. 1998). LTR:
long terminal repeats, gag: group specific antigen, pol: polymerase, vif: viral infectivity factor, vpr: viral protein R, tat: trans-
activator of transcription, rev: regulator of expression of virion proteins, vpu: viral protein U, env: envelope, nef: negative
regulatory factor, CMV: cytomegalovirus promoter, RRE: rev response element, Poly-A: poly-adenylation signal.

Lentivirale Vektoren der dritten Generation zeichnen sich dabei nicht nur durch breite und
vielfdltige Anwendbarkeit aus, sondern erfiillen auch hohe Sicherheitsstandards. In der
Anwendung des sogenannten Split-Packaging-Systems werden Vektorpartikel aus vier
verschiedenen Plasmiden generiert, die nur die notwendigen Gene fir die Produktion der
Viruspartikel und die Transduktion der Zielzellen enthalten. Die Expression viraler Gene, die

zu Virulenz oder replikationskompetenten Viruspartikeln fihren koénnte, wird so
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ausgeschlossen. Die Aufteilung der vorhandenen Gene auf verschiedene Plasmide und die

Nutzung von  Codon-Variationen macht zudem eine Rekombination zu
Replikationskompetenten Viren so gut wie unmoglich und erleichtert gleichzeitig den
Austausch einzelner Bestandteile wie des viralen Envelopes. Erst bei der gemeinsamen
Anwesenheit der bendtigten Plasmide in den Produzentenzellen, Ublicherweise HEK293T,
konnen die Partikel entstehen (Dull et al. 1998). Selbst gegen die Interaktion mit anderem
genetischem Material in der Zielzelle, wie intakten HIV-Genomen, sind moderne lentivirale
Vektoren abgesichert. Hierfiir sorgt eine Deletion von Promotor und Enhancer in der 3'LTR-
Region, die wahrend der reversen Transkription auf die 5'LTR lbertragen wird und so die
Transkription funktionaler RNA-Genome durch diese sogenannte Selbstinaktivierung (SIN)
verhindert. Lentivirale Vektoren werden seit mehr als zwei Jahrzehnten in der Forschung und
klinischen Studien verwendet (Bartosch und Cosset 2004). So wurden bereits mehrere
Therapeutika auf Basis von mit ihnen hergestellten CAR-T-Zellen und Stammzellprdaparaten

zugelassen. (Tabelle 1).

Tabelle 1: Gen- und Zelltherapien auf Basis lentiviraler Vektoren (PEI Online 2024). *Vertrieb und Zulassung von Zynteglo
und Skysona in der EU wurden 2021 wieder eingestellt.

Produkt (EMA-Zulassung) Exprimiert Indikation Zielzellen Hersteller
Wirkstoff
Kymriah (2018) CD-19 CAR CD19* B-Zell akute Lymphatische T-Zellen Novartis
Tisagenlecleucel Leukdmie (ALL) und diffuses

grofRzelliges B-Zell Lymphom <25y
Zynteglo (2019%) Globin-B Subunit Beta-Thalassdamie CD34+*-Zellen Bluebird Bio
Betibeglogene autotemcel
Libmeldy (2020) Arylsulfatase A Metachromatische Leukodystrohie | CD34+*-Zellen Orchard
Atidarsagen autotemcel (MLD) bei Kindern Therapeutics
Skysona (2021%*) ABCD1 Zerebrale Adrenoleukodystrophie | CD34*-Zellen Bluebird Bio
Elivaldogene autotemcel (CALD) bei Kindern <18 Jahren
Abecma (2021) BCMA-CAR Refraktares multiples Myelom T-Zellen Bristol-Myers
Idecabtagene vicleucel Squib
Breyanzi (2022) CD19-CAR B-Zell Lymphome (DLBCL, HGBL, T-Zellen Bristol-Myers
Lisocabtagene maraleucel PMBCL oder FL3B) Squib
Carvykti (2023) BCMA-CAR Rezidives und refraktares T-Zellen Janssen-Cilag
Ciltacabtagene autoleucel multiples Myelom

Aullerhalb der therapeutischen Verwendung sind lentivirale Vektoren aufgrund ihrer
Fahigkeit zum sicheren und stabilen Transfer von genetischem Material ein wichtiger
Bestandteil verschiedenster Forschungsfelder. Sie kénnen zur (Uber-)Expression oder
Herunterregulation von Genen durch den Transfer von cDNAs oder shRNAs verwendet
werden, was breite Anwendung in der biomedizinischen und zellbiologischen Forschung

findet (Weber et al. 2008; Seifert et al. 2024; Enk et al. 2024). Sie kdnnen mit einer Reihe
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unterschiedlicher viraler Envelopes ausgestattet (pseudotypisiert) werden, was eine
Anwendung auf verschiedenen Zielzellen ermdglicht. Diese Pseudotypisierung ermoglicht
auch die Erforschung des Envelopes und seiner Interaktion mit der Zielzelle selbst, wie
nachfolgend ausfihrlicher beschrieben. Zur Markierung transduzierter Zellen steht eine Reihe
verschiedener Mechanismen zur Verfigung, darunter fluoreszente Proteine wie das
enhanced Green Fluorescent Protein (eGFP), Reportergene wie Luciferase oder Resistenzgene
wie gegen Puromycin, die Markierung und Selektion in einem ermdéglichen. Mit diesen Mitteln
kénnen verschiedene Gene, auch simultan, untersucht werden (Weber et al. 2008; Weber et

al. 2010).

Lentivirale Vektorsysteme kdénnen auch fiir die stabile Markierung von Zellen eingesetzt
werden, wodurch eine eindeutige Identifikation bis hin zu Einzelzellen in Tumormodellen und
der regenerativen Medizin ermdglicht wird, sei es durch die Expression verschiedener
Fluoreszenzproteine, das DNA-Barcoding oder das Optical-Barcoding (Weber et al. 2011;
Cornils et al. 2014; Mohme et al. 2017). In proliferierenden Zellpopulationen wie Tumoren
oder Stammzellen kann so auch die Klonalitdt von Zellen wahrend des Wachstums und der
Regeneration nachverfolgt werden. Die Markierung und Nachverfolgung ist dabei nicht nur
auf die in vitro Anwendung oder die Transplantation in vivo beschrankt. Eine direkte Injektion
lentiviraler Vektoren kann zur Markierung von beforschten Zellen in vivo genutzt werden und
erlaubt die Beobachtung des individuellen Schicksals von Zellen inklusiver der raumlichen

Dynamiken (Gomez-Nicola et al. 2014; Liang et al. 2016; Roh et al. 2018).

Die vorliegende Arbeit demonstriert, wie lentivirale Vektoren in einem zellbasierten Assay
genutzt werden kénnen, um tiefere Einblicke in die Mechanismen zweier global bedeutender
Viren, HIV-1 und SARS-CoV-2, zu gewinnen. Die Modularitdt des Vektorsystems wird durch
die wiederholte Modifikation des Envelopes und der viralen Enzyme belegt. Gleichzeitig
werden mit der Erforschung zweier hochpathogener Viren unter BSL-2 Bedingungen die

wertvollen Sicherheitsvorteile der Methode unterstrichen.

1.3.1. Zellbasierte Assays in Forschung und Wirkstoffentwicklung

Biochemische und molekularbiologische Assays sind integraler Bestandteil der friihen Phase
der Entwicklung neuer Therapeutika, bevor komplexe und vor allem teure Versuche an

Tiermodellen und klinische Studien angewendet werden. Wahrend rein biochemische Assays
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auf die Untersuchung isolierter Molekilstrukturen beschrankt sind, kdnnen zellbasierte
Assays die Komplexitat eines lebenden Systems abbilden und eine realistischere Einschatzung
der biologischen Aktivitdt sowie erste Hinweise auf Toxizitdt geben (Blay et al. 2020). Sie
ermoglichen das Screening von grof3en Substanzbibliotheken ohne eine vorherige Kenntnis
der eigentlichen Zielstrukturen oder Wirkmechanismen und kénnen in modifizierter Form zur
weiterfiihrenden Analyse verwendet werden (Powell et al. 2016). Gerade dieser Aspekt
macht zellbasierte Assays dabei auch fir die Grundlagenforschung wertvoll, da sich die
Funktion von intrazelluldren Prozessen und deren Beeinflussung untersuchen lasst. Wahrend
die Abbildung der molekularen Umgebung ganzer Zellen ein Vorteil gegeniber
biochemischen Assays darstellt, ist die Moglichkeit der Verwendung humaner Zellen auch ein
analytischer Vorteil gegeniber Tiermodellen. Gerade fiir Wirkstoffinteraktionen mit der
Zellbiologie und in der Forschung an infektidosen Partikeln mit ihren vielfaltigen zellularen
Interaktionspartnern ist dies ein unschatzbarer Vorzug (Michelini et al. 2010). Die im
zellbasierten Assay vorhandenen menschlichen Proteine bedeuten beispielsweise auch, dass
Off-Target-Effekte genauer nachvollzogen werden kdnnen. In Zellkulturen kann ebenfalls die
langfristige Wirkung von Substanzen unter anderweitig konstanten Bedingungen untersucht
werden, was weder in den weniger komplexen und kurzlebigen biochemischen Assays noch

in den oft durch Lebens- und Haltungsbedingungen begrenzten Tierversuchen maglich ist.

Zellbasierte High-Throughput-Screenings (HTS) ermoglichen die parallele Untersuchung einer
grofRen Anzahl von Substanzen in kurzer Zeit (An und Tolliday 2010; Powell et al. 2016). Dies
beschleunigt die Identifizierung vielversprechender Wirkstoffkandidaten erheblich und
reduziert die Kosten und den Zeitaufwand in den friihen Phasen der Arzneimittelentwicklung.
Im automatisierten Prozess eines HTS kdnnen auch mehrere Substanzen in Kombination
angewendet werden (Multiplexing) und so mogliche Wechselwirkungen untersucht werden
(Michelini et al. 2010). Dabei ist vorausgesetzt, dass der Assay eine ausreichende Signalstarke
und zuverldssige Abgrenzung vom Signalhintergrund liefert. Der liblicherweise zu Evaluation
solcher Assays verwendete Parameter ist der Z'-Wert, welcher sowohl die Differenz des
durchschnittlichen Signals vom Hintergrund als auch die Varianz der beiden Werte einbezieht
und bei hochwertigen Assays zwischen 0,5 und 1 liegen sollte (Zhang et al. 1999; Malo et al.
2006).
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1.3.2. Pseudotypisierung lentiviraler Vektoren

Zur Nutzung auf einer moglichst groBen Bandbreite an Zielzellen werden lentivirale Vektoren
mit verschiedenen viralen Hillproteine pseudotypisiert (Cronin et al. 2005). Dabei spielen vor
allem die Hullproteine des ecotropen Moloney Mouse Leukemia Virus (eco-MLV) und des
Vesikularen Stomatitis Virus (VSV) eine wichtige Rolle. Wahrend die verschiedenen
Hillproteine die Bindung an Zellrezeptoren und die Aufnahme der Partikel verandern, bleiben
die anderen Funktionen und Bestandteile des viralen Lebenszyklus unbeeinflusst. Nach der
Aufnahme des Vektors in der Zelle verbleiben nur das von HIV-1 abgeleitete RNA-Genom und

die Proteine/Enzyme, die analog zu einer HIV-1 Infektion ihre Funktion ausfihren.

Eine Pseudotypisierung kann neben der optimierten Transduktion von Zellen auch die
Erforschung bestimmter viraler Hillproteine und ihrer Interaktion mit zelluldren
Oberflachenproteinen zum Zweck haben. Hierzu kdnnen die Hillproteine einer groflen Zahl
behiillter Viren verwendet werden, zum Teil in modifizierter Form, wie bei der spater in dieser
Arbeit beschriebenen d18/19-Deletion im SARS-CoV-2-Spikeprotein (Joglekar und Sandoval
2017; Kretschmer et al. 2020). Die Bindung des Virus an Zellrezeptoren ist der zentrale erste
Schritt des Zelleintrittes und zudem aufgrund ihres Geschehens auRerhalb der Wirtszelle ein
attraktives und zugangliches Target fur infektionshemmende Therapeutika. Auch fir die
Untersuchung neutralisierender Antikorper ist dieser Schritt wichtig, da diese fir den
Zelleintritt notwendige Virusepitope binden und so die Infektabwehr unterstiitzen. Durch die
Pseudotypisierung mit dem Hiillprotein eines bestimmten Virus kdnnen Neutralisationsassays
entwickelt werden, die sowohl eine Uberpriifung der Wirksamkeit verschiedener
Therapeutika (Entry-Inhibitoren) als auch die Untersuchung synthetisch hergestellter oder

aus Plasma gewonnener neutralisierender Antikorper ermoglichen.

1.3.3. HIV-1 Pseudovirusassay

Lentivirale Vektoren replizieren zentrale Aspekte des Infektionszyklus von HIV-1. Die
Rezeptorbindung wird aufgrund der Pseudotypisierung mit anderen viralen Hullproteinen
nicht imitiert. Die Membranfusion und das intrazellulare Trafficking konnen abhangig von der
Hullprotein/Rezeptorkombination dargestellt werden, da Retroviren wie HIV-1 und MLV
einen pH-unabhangigen, rezeptorvermittelten Pathway nutzen, wahrend VSV beispielsweise

auf das endosomale System der Zelle angewiesen ist. Die Prozesse der reversen Transkription,
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des Kernimportes und der Integration der cDNA in das zelluldre Genom finden analog zur HIV-
1 Infektion statt. Diese Prozesse und die fiir sie zentralen Enzyme reverse Transkriptase und
Integrase sind die gangigsten Targets fiir antiretrovirale Therapeutika und von besonderem
Interesse. Eine Expression viraler Proteine findet nicht statt und die Entstehung neuer
(pseudo-)viraler Partikel ist ausgeschlossen. Stattdessen konnen wie beschrieben Marker zur

zuverlassigen Nachverfolgung der Transduktion exprimiert werden (Abbildung 12).

Abbildung 12: Imitation des HIV-1
Lebenszyklus durch lentivirale Vektoren.
Nach der von der Pseudotypisierung
abhangigen Rezeptorbindung (1), repliziert
der Vektor den HIV-1-Lebenszyklus bis
Integration der cDNA in das Wirtsgenom.
Von der Membranfusion (2) Uber den
intrazelluldren Transport (3), die reverse
Transkription der RNA in cDNA (4), deren
Transport in den Zellkern (5) und die
;o ,‘/ Integration in das Wirtsgenom (6) sind die
— '“"'NH HIV-1-eigenen Enzyme und Prozesse aktiv.
~. Transkribiert (6) und translatiert (7) werden
jedoch nur die im Transferplasmid dem
Vektor eingefligten Proteine, im
beschriebenen Assay vor allem Marker wie
eGFP oder Luciferase (8). Es entstehen
keine  neuen  Viruspartikel  (eigene
Darstellung nach (Fanales-Belasio et al.
2010; Weber et al. 2011; Woens 2018)).
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Der Assay lasst sich mit geringem finanziellem Aufwand durchfiihren und bietet innerhalb von
2-3 Tagen nach dem Ansetzen ein eindeutig auszulesendes Signal. Gleichzeitig kann er
aufgrund der hohen Sicherheitsstandards lentiviraler Vektoren in S1/S2-Laboren verwendet
werden. All diese Umstande machen lentivirale Vektoren zu einem attraktiven Modell zur
Erforschung der Interaktion von HIV-1 mit Wirtszellen. Dies beinhaltet auch Modifikationen,
wie die Beschrankung des Infektionszyklus auf einzelne Abschnitte wie die reverse
Transkription oder Integration, oder den Einfluss von (Resistenz-)Mutationen auf das Virus.
Der in dieser Arbeit vorgestellte Assay wurde mit einem Fokus auf die Mdéglichkeit dieser
Anpassungen entwickelt. Der Assay basiert auf dem LeGO-Vektor System und nutzt eGFP-
sowie Luciferin- exprimierende lentivirale Vektoren der dritten Generation (Weber et al.
2008). Diese ermdglichen eine einfache Nachverfolgung der Transduktionsrate in Zielzellen
mittels Durchflusszytometrie oder Luminometrie. Durch den Vergleich der Transduktionsrate
unter verschiedenen Bedingungen wie der Zugabe von potenziellen Inhibitoren der HIV-1
Infektion kdnnen diese auf ihre Wirksamkeit gegen die aus HIV-1 stammenden viralen Enzyme

untersucht werden.
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1.3.3.1. Resistenzmutationen im HIV-1 Pseudovirusassay

Die modulare Natur lentiviraler Vektoren erlaubt (iber die Pseudotypisierung hinaus weitere
Modifikationen, die fir die virologische Forschung relevant und im Gegensatz zur Arbeit mit
pathogenen Viren auch fiir niedrigere Sicherheitsstufen geeignet sind. Dazu gehort auch
Forschung, die bei der Arbeit mit infektions- und replikationskompetenten Viren als "gain-of-
function" Forschung erhebliche Risiken mit sich bringen wiirde. Besonders herausgestellt
werden soll in dieser Arbeit das Einbringen von aus der klinischen Erfahrung bekannten
Resistenzmutationen in der reversen Transkriptase und Integrase von HIV-1, die sich gegen
Ubliche Klassen von antiretroviralen Therapeutika gebildet haben. Diese Mutationen stellen
eine Herausforderung fiir die Behandlung dar, besonders wenn eine geringe Auswabhl
alternativer Therapeutika zur Verfligung steht. Dementsprechend sind sie auch fiir die
Entwicklung zukunftiger Wirkstoffe relevant, da eine Erganzung der Therapieoptionen nicht

mit denselben Resistenzen unwirksam gemacht werden sollte.

Die Mutationen wurden wéahrend der in Kapitel 5.1.1. beschriebenen Vorarbeiten (Woens
2018) ausgewahlt und in Vektoren eingebracht und umfassen zu diesem Zeitpunkt bekannte,
klinisch hoch relevante Resistenzmutationen gegen NRTIs, NNRTIs und INSTIs (siehe Tabellen
3 und 4). Zur Auswahl wurde die Stanford HIV drug resistance Database (Rhee et al. 2003)
sowie die Liste der bekannten Resistenzmutationen von HIV-1 der International Antiviral

Society der USA genutzt (Wensing et al. 2016).

1.3.4. SARS-CoV-2-Pseudovirusassay

Der vorgestellte Assay wurde im nachsten Schritt entscheidend weiterentwickelt, indem der
lentivirale Vektor mit dem Spike-Protein von SARS-CoV-2 pseudotypisiert wurde. Anstelle des
bisherigen Fokus auf die reverse Transkriptase und Integrase des Vektors nutzt der Assay nun
die Moglichkeit, lentivirale Vektoren durch Pseudotypisierung auch als Modell fiir andere
Viren zu nutzen. Dieser mit dem Spike-Protein pseudotypisierte Vektor verhalt sich beim
Eintritt in Zellen mit dem ACE2-Rezeptor wie SARS-CoV-2, wdhrend die Vorteile der
lentiviralen Vektoren — einfache Handhabung, Sicherheit und der zuverlassige Transfer von
Markergenen — erhalten bleiben. Die so pseudotypisierten Vektoren werden im Folgenden

zur besseren Lesbarkeit als SARS-CoV-2-Pseudoviren bezeichnet. Die Validitat dieser Methode
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hat bereits zur Anwendung bei SARS-CoV-1 gefiihrt (Giroglou et al. 2004) und wurde auch fiir
SARS-CoV-2 mit Lebendvirus-Assays validiert (Septisetyani et al. 2021; Cai et al. 2024).

Dank dieser Anpassung kann der Assay effektiv zur Untersuchung potenzieller Therapeutika
und anderer Antagonisten der Coronavirusinfektion eingesetzt werden. Die generierten
SARS-CoV-2-Pseudoviren wurden in verschiedenen Neutralisationsassays zu einer Reihe
unterschiedlicher Zwecke eingesetzt. Diese Assays ermoglichten es, neutralisierende
Antikorper im Serum geimpfter und genesener Menschen zu quantifizieren und die
Ergebnisse mit klinisch validierten Tests zu vergleichen. Zudem wurden neu entwickelte
Schwereketten-Antikorper getestet und potenzielle Therapeutika identifiziert, unter
anderem im Rahmen eines Drug-Repurposing-Ansatzes. Neben der gerade fiir Antikorper
Ublichen, neutralisierenden Bindung der Spike-Epitope kdnnen in diesem Assay auch lber
andere Targets wirkende Inhibitoren einer Infektion identifiziert werden, wie der ACE2-
Rezeptor oder die Proteasen TMPRSS2 und Cathepsin B/L. Wie bei der Anwendung auf HIV-1

wurde sich auch hier die Flexibilitdat des modularen Vektorsystems zunutze gemacht.

1.3.4.1. Nachweis von Antikorpern gegen SARS-CoV-2

Der Nachweis von Antikérpern gegen SARS-CoV-2 nahm im Rahmen der COVID-19 Pandemie
verschiedene Rollen ein. Zundchst war er ein Mittel, um eine vergangene Infektion mit dem
Virus festzustellen, was unter anderem in Analysen zur Verbreitung des Virus in der
Bevolkerung, aber auch in der Abkldrung einer Infektion als moglicher Ursache fir
verbleibende Beschwerden nitzlich war. Ab der Entwicklung und im Laufe des Rollouts von
Impfstoffen wurde dem Nachweis eine weitere wichtige Rolle zu eigen. Zur Uberpriifung einer
erfolgreichen Immunisierung wurde die Moglichkeit relevant, nicht nur das Vorliegen von
Antikorpern oder deren Konzentration im Serum nachzuweisen, sondern auch deren
Fahigkeit zur Neutralisation von infektidosen Viruspartikeln. Der reine Nachweis bindender
Antikorper, der beispielsweise in ELISA-Verfahren geleistet werden kann, erlaubt keine
zuverldssigen Aussagen Uber die Fahigkeit der Antikorper, das Virus zu neutralisieren. Zur
Neutralisation muss ein Antikérper das virale Antigen so binden, dass die Interaktion mit dem
Zellrezeptor blockiert oder fir den Zelleintritt notwendige Konformationsanderungen
verhindert werden. Eine Bindung an andere Epitope kann zwar nachgewiesen werden und als
Hinweis auf einen zuvor erfolgten Kontakt herangezogen werden, vermittelt aber keine

Immunitat.
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Die Fahigkeit zur Neutralisation kann zwischen verschiedenen Individuen und je nach
Situation erheblich schwanken. Zum einen verandert sich die individuelle Immunitat, da die
Bindungsfahigkeit der Antikérper im Laufe der Zeit und mit mehreren Kontakten mit dem
Spike-Protein eine Affinitatsreifung unterldauft, was die fiir die Neutralisation zentrale
Bindungsfahigkeit steigert. Zum veranderte sich das Virus selbst kontinuierlich und trat
weltweit in mehreren, oft neue pandemische Wellen ausléosenden Varianten auf. Diese
zeigten neben einer Steigerung von Rezeptoraffinitat und Replikationsgeschwindigkeit auch
zunehmend Mutationen ihrer Spikeproteine, die die Affinitdt der gegen frihere Varianten
und Impfstoffe gebildeten Antikdrper verringerten und so eine Immunflucht vermittelten.
Spatestens mit dem Aufkommen der Delta-Variante und besonders seit der Dominanz der
Omikron-Variante trat dieser Effekt sehr stark in Erscheinung. Eine hohe Konzentration von
Antikorpern nach einer Impfung oder einer Infektion mit einer friihen Variante bedeutete
entsprechend nicht mehr zwingend eine hohe Neutralisationskapazitdt gegeniber einer

spateren, immunevasiven Variante wie den verschiedenen Subvarianten von Omikron.

Hieraus ergab sich der Bedarf fir eine schnelle Anpassung von Testverfahren, um zuverlassig
die neutralisierende Wirkung von Antikérpern auf neu auftretende Virusvarianten
nachzuweisen. Der vorgestellte Assay bietet diese Moglichkeit durch die beschriebenen
Vorteile der einfachen Modifikation des Envelopes und den Nachweis der neutralisierenden

Wirkung im zellbasierten Assay.
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2. Zielsetzung der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung, Etablierung und Anwendung eines
Pseudovirusassays auf Basis lentiviraler Vektoren als flexible Plattform zur Untersuchung
antiviraler Interventionsstrategien. Der Schwerpunkt lag auf der Frage, inwieweit ein solcher
Assay geeignet ist, inhibitorische beziehungsweise neutralisierende Effekte unterschiedlicher
antiviraler Ansatze zuverldssig zu erfassen. Dazu gehdrten niedermolekulare Wirkstoffe, die
neutralisierende Aktivitdt humoraler Immunantworten sowie im Mausmodell generierte

Schwerketten-Antikorper.

Anhand der Modellsysteme HIV-1 und SARS-CoV-2 sollte gezeigt werden, dass sich die
Plattform an unterschiedliche virale Targets und sich wandelnde infektiologische
Fragestellungen anpassen lasst. Die Arbeit demonstriert, dass lentivirale Pseudovirusassays
ein vielseitiges Werkzeug fir die praklinische Evaluierung antiviraler und immunologischer

Ansdtze in der virologischen Forschung darstellen.
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3. Gerate und Materialien

Alle in den beschriebenen Versuchen verwendeten Gerdte und Arbeitsmaterialien sind

nachfolgend aufgelistet. Die Entsorgung von Material und Reagenzien erfolgte nach den

geltenden Richtlinien.

3.1. Gerate

Geratetyp

Geratename

Firma

Durchflusszytometer

BD FACS Canto Il (Laser: 407
nM, 488 nM, 633 nM)

BD Biosciences
(New Jersey, USA)

Durchflusszytometer

BD FACS Aria lllu (Laser: 407
nM, 488 nM, 561 nM, 633 nM)

BD Biosciences

Inkubator Heraeus Heracell 150i CO; ThermoFisher Scientific
(Dreieich, USA)
Inkubator Heraeus function line ThermoFisher Scientific

Lichtmikroskop

CKX41

Olympus Europa SE & Co. KG
(Hamburg, Deutschland)

Pipettierhilfe

PIPETBOY acu 2

INTEGRA Biosciences AG
(Zizers, Schweiz)

Pipettierhilfen

Eppendorf Research/Plus (0,5-
1000 pL, Ein- und
Mehrkanalpipetten)

Eppendorf SE
(Hamburg, Deutschland)

Plattenlesegerat

Tecan Infinite M200

Tecan Group AG
(Mannedorf, Schweiz)

Sicherheitswerkbank

Heraeus HERAsafe
HS18/HS18.2

ThermoFisher Scientific
(vormals Kendro Laboratory)

Thermomixer

Thermomixer Compact 5350

Eppendorf SE

(Mit Rotor HB-6)

Vortexer VF2 IKA-Werke GmbH
(Balingen-Fromme,
Deutschland)

Wasserbad PD Priifgerate WBT 22 PD Industriegesellschaft mbH
Prifgeratewerk Dresden
(Dresden, Deutschland)

Zentrifuge Rotanta 460 R Andreas Hettich GmbH & Co. KG
(Tuttlingen, Deutschland)

Zentrifuge Eppendorf centrifuge 5415 C Eppendorf SE

Zentrifuge Sorvall RC-5C plus ThermoFisher Scientific
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weiller Filterschraubdeckel
(Suspensionszellen)

Name Artikelnr. Firma
Combitips advanced 0,5 mL 30089421 Eppendorf SE
Deckglaser 0,4 mm 0351000 Paul Marienfeld GmbH
(Lauda-Konigshofen, Deutschland)
Einmalspritze Discardit Il 10 mL 309110 BD BioSciences
Filterspitzen Biosphere 0,1-2,5 uL | 70.1130.212 | SARSTEDT AG & Co. KG
(Nimbrecht, Deutschland)
Filterspitzen Biosphere 20 pL 70.760.213 SARSTEDT AG & Co. KG
Filterspitzen Biosphere 100 pL 70.760.212 SARSTEDT AG & Co. KG
Filterspitzen Biosphere 200 plL 70.760.211 SARSTEDT AG & Co. KG
Filterspitzen Biosphere 1000 pL 70.762.211 SARSTEDT AG & Co. KG
Kimax Glas-Zentrifugenréhrchen 7514888 Kimble, DWK Life Sciences
30 mL (Wertheim/Main, Deutschland)
Kunststoffrohren 5 mL 55.1597 SARSTEDT AG & Co. KG
Kunststoffrohren 50 mL 62.547.254 SARSTEDT AG & Co. KG
MehrzweckgefdaRe 30 mL 201170 Greiner Bio-One International GmbH
(Kremsmdiinster, Osterreich)
Neubauer Zahlkammer improved | 0640010 Paul Marienfeld GmbH
Parafilm M P7793 Sigma-Aldrich
(Steinheim, Deutschland)
Petrischalen fiur Zellkultur 10 cm | 83.3902 SARSTEDT AG & Co. KG
Pipettenspitzen 0,1-10 pL 4840 Corning Incorporated
(Corning, New York, USA)
Pipettenspitzen 200 pL 70.3030 SARSTEDT AG & Co. KG
Pipettenspitzen 1000 uL 70.3050 SARSTEDT AG & Co. KG
Reaktionsgefalle 0,2 mL 72.737.002 SARSTEDT AG & Co. KG
Reaktionsgefalle 0,5 mL 72.699 SARSTEDT AG & Co. KG
Reaktionsgefalle 1,5 mL 72.690.001 SARSTEDT AG & Co. KG
Reaktionsgefalle 2 mL 0030120.094 | Eppendorf SE
Reaktionsgefalle 15 mL 188271 Greiner Bio-One International GmbH
Serologische Pipetten 2 mL 86.1252.001 | SARSTEDT AG & Co. KG
Serologische Pipetten 5 mL 86.1253.001 | SARSTEDT AG & Co. KG
Serologische Pipetten 10 mL 86.1254.001 | SARSTEDT AG & Co. KG
Serologische Pipetten 25 mL 86.1685.001 | SARSTEDT AG & Co. KG
Spritzenvorsatzfilter CA (0,45 um) | 7699833 Th. Geyer GmbH & Co KG
(Renningen, Deutschland)
Zellkulturflasche T25 (50 mL 690195 Greiner Bio-One International GmbH
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Zellkulturflasche T75 (250 mL 658195 Greiner Bio-One International GmbH
weiller Filterschraubdeckel
(Suspensionszellen)
Zellkulturplatten, 6-Well, fir 657160 Greiner Bio-One International GmbH
adharente Zellen
Zellkulturplatten, 6-Well, fir 657185 Greiner Bio-One International GmbH
Suspensionszellen
Zellkulturplatten, 24-Well, fiir 622160 Greiner Bio-One International GmbH
adharente Zellen
Zellkulturplatten, 24-Well, fiir 622102 Greiner Bio-One International GmbH
Suspensionszellen
Zellkulturplatten, 96-Well, weil3, 655083 Greiner Bio-One International GmbH
fir adharente Zellen
Kommerzielle Kits
Bezeichnung Artikelnr. Firma
QlAquick Spin Miniprep Kit 27104 QIAGEN
(Hilden, Deutschland)
QIAGEN Plasmid Plus Maxi Kit 12963 QIAGEN
Chemikalien, Puffer und Reagenzien
Bezeichnung Artikelnr. Firma
0,05% Trypsin-EDTA (1X) 25360-054 Gibco, Fisher Scientific
Ambion Nukleasefreies Wasser AM9937 Invitrogen, Fisher Scientific
(siehe ThermoFisher Scientific)
Antifect N liquid 113940 Schiilke & Mayr
(Norderstedt, Deutschland)
CaCl; (getrocknet) K90676320 Merck KGaA
(Darmstadt, Deutschland)
CellTiter-Glo G8461 Promega GmbH
(Walldorf, Deutschland)
Chloroquin-diphosphat (Salz) C6628-25G Sigma-Aldrich
Dimethylsulfoxid (DMSO) D4540 Sigma-Aldrich
D-(+)-Glucose G5400-1KG Sigma-Aldrich
D-Luciferin L2916 Invitrogen, Fisher Scientific
Fetales Rinderserum (FBS) F7524 Sigma-Aldrich
HEPES (freie Saure) 101926 ICN Biomedicals GmbH
(Eschborn, Deutschland)
Hexadimethrin-bromid (Polybren) | H9268-10G Sigma-Aldrich
Kaliumchlorid (KCl) 6781.3 Carl Roth GmbH + Co. KG
(Karlsruhe, Deutschland)
L-Glutamine [200mM)] 25030-24 Gibco, Fisher Scientific

(siehe ThermoFisher Scientific)
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di-Natriumhydrogenphosphat 4984.1 Carl Roth GmbH + Co. KG
(NazHPO4)
Natriumchlorid (NaCl) 7647-14-5 J.T. Baker
(Deventer, Niederlande)
Natriumhydroxid (NaOH) 1.06495.0250 Merck KGaA
PBS (1X) ohne CaCl;, ohne MgCl, | 14190-94 Gibco, Fisher Scientific
Penicillin (10.000 U/mL) + 15140-122 Gibco, Fisher Scientific
Streptomycin (10.000 pg/mL)
HBS (2X) im Labor hergestellt aus: | - -
8.0 g NaCl
0.38 g KCl
0.10 g Na;HPO4
5.0 g HEPES
1.0 g D-Glucose
auf pH 7.05 eingestellt mit NaOH
in 500 mL H.0
Vektoren / Plasmide
Name | Eigenschaft \ Referenz
HIV-1 Plasmide
pMDLg/pRRE HIV-1 gag/pol- (Dull et al. 1998)
Expressionsplasmid fiir
lentivirale Vektoren
pRSV-Rev HIV-1 rev- (Dull et al. 1998)

Expressionsplasmid fir
lentivirale Vektoren

pMDLg/pRRE-intD64V

HIV-1 gag/pol-
Expressionsplasmid mit
defekter Integrase,
Mutation D64V

(Yafiez-Mufioz et
al. 2006)

dRT-pMDLg/pRRE

HIV-1 gag/pol-
Expressionsplasmid mit
defekter reversen
Transkriptase, Mutationen
V249D/V259D

(Mock et al. 2014)

pMDLg/pRRE-resINSTI

HIV-1 gag/pol-
Expressionsplasmid mit
INSTI-resistenter Integrase,
Mutationen: T97A, E138K,
S$147G, N155H

Siehe Methoden

pMDLg/pRRE-resNNRTI

HIV-1 gag/pol-
Expressionsplasmid mit
NNRTI-resistenter reverser
Transkriptase, Mutationen:
L100I, K103N, Y181C

Siehe Methoden
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pMDLg/pRRE-resNRTI

HIV-1 gag/pol-
Expressionsplasmid mit
NRTI-resistenter reverser
Transkriptase, Mutationen:
M41L, A62V, 69 INS, L74V,
M184V, L210W, T215Y

Siehe Methoden

LeGO-Vektoren

LeGO-G2

eGFP-exprimierender
,Lentiviral Gene Ontology
Vektor” (LeGO-Vektor)

(Weber et al.
2008; Weber et al.
2010)

LeGO-iG2-wPRE-pA

eGFP exprimierender
LeGO-Vektor mit poly-A
Signal (erhoht Titer von
NRTLV)

(Mock et al. 2014)

LeGO-iG2-Puro+-Luc2 eGFP, Puromycinresistenz | (Weber et al.
und Firefly-Luciferase 2008; Weber et al.
exprimierender LeGO- 2010)
Vektor

LeGO-iG2-Luc2 eGFP und Firefly-Luciferase | (Weber et al.
exprimierender LeGO- 2008; Weber et al.
Vektor 2010)

LeGO-Luc2 Firefly-Luciferase (Weber et al.
exprimierender LeGO- 2008; Weber et al.
Vektor 2010)

VSV-G-Env Vesicular Stomatitis Virus (Beyer et al. 2002)

Glykoprotein (Hullprotein)

SARS-CoV-2-Spike-Protein verschiedener Varianten (Herstellung siehe

Methoden)

pEFla-Puro

Backbone fiir SARS-CoV-2-
Spike-WT und D614G:
human elongation factor
1a Promotor und
Puromycinresistenz

(Morita et al.
2000)

pEF1a-Puro-SARS-CoV-2-Spike-wt

SARS-CoV-2-Spike-WT

Kristoffer Riecken,

AddGene #183413

pEF1a-Puro-SARS-CoV-2-Spike-D614G SARS-CoV-2-Spike-D614G Kristoffer Riecken,
AddGene #183415

pEF1a-Puro-SARS-CoV-2-Spike-wt-d19 SARS-CoV-2-Spike-WT mit | Kristoffer Riecken,
Deletion von 19 C-term. AddGene #183414

Aminosauren

pEFla-Puro-SARS-CoV-2-Spike-D614G-
d19

SARS-CoV-2-Spike-D614G
mit Deletion von 19 C-
term. Aminosauren

Kristoffer Riecken,
AddGene #183416
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pcDNA3.3-SARS-CoV-2-Spike-Delta-d18

SARS-CoV-2-Spike-Delta
mit Deletion von 18 C-
term. Aminosauren

David Nemazee,
AddGene #170449

pcDNA3.3-SARS-CoV-2-Spike-Omicron-
BA.1-d18

SARS-CoV-2-Spike-
Omikron/BA.1 mit Deletion
von 18 C-term.
Aminosauren

David Nemazee,
AddGene #180843

pcDNA3.3_SARS2_Omicron_BA.2

SARS-CoV-2-Spike-
Omikron/BA.2 mit Deletion
von 18 C-term.
Aminosauren

David Nemazee,
AddGene #183700

pCAGGS SARS-CoV-2 BA.4/5 Spike

SARS-CoV-2-Spike-

Marceline Coté,

Omikron/BA.4/5 AddGene #186031
pCAGGS-SARS-CoV-2-Spike-BA.4/5-d18 | SARS-CoV-2-Spike- Kristoffer Riecken

Omikron/BA.4/5 mit (AddGene #

Deletion von 18 C-term. ausstehend)

Aminosauren

Andere

pRRL.sin.ppt.SFFV.Ace2.IRES.Puro.wPRE

Lentiviraler Vektor zur
Expression des humanen
ACE2 Rezeptors

(Rebendenne et
al. 2021)
AddGene #145839

Schwereketten-Antikorper und Nanobodies

Klon/Bezeichnung

Beschreibung

Bezogen von/Referenz

(Negativkontrolle)

VHH-72 Anti-SARS-CoV-1-RBD Nanobody mit | AG Koch-Nolte, UKE,
hoher SARS-CoV-2-RBD Affinitat (Wrapp et al. 2020)
Nb12, Nb30 Anti-SARS-CoV-2-RBD Nanobodies AG Koch-Nolte, UKE,
(Xu et al. 2021)
Loew SB23 Anti-SARS-CoV-2-RBD Nanobody aus | AG Koch-Nolte, UKE,
synthetischer Bibliothek (Sybody) (Custodio et al. 2020)
L10-E Nicht bindender Nanobody AG Koch-Nolte, UKE,

(Witt et al. 2024)

6SG-F2_rbFc, 6SG-
F5_rbFc, 65G-F11_rbFc,
6SG-G8_rbFc, 65G-
G12_rbFc, 65G-H9_rbFc,
6SG-H10_rbFc, 7SG-
G9_rbFc, 85G-G1_rbFc,
85G-H9 rbFc

Schwereketten-Antikorper auf Basis
von in ,LamaMice” generierten
anti-SARS-CoV-2-RBD-Nanobodies

AG Koch-Nolte, UKE,
(Eden et al. 2024)
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Substanz

| Indikation/Beschreibung

| Referenz/Hersteller

HIV-1 Therapeutika (nicht Reinstoff, durch Extraktion aus Tablettenpraparaten gewonnen)

Dolutegravir HIV-1 (INSTI) ViiV Healthcare
(Minchen, DE)
Raltegravir HIV-1 (INSTI) Merck Sharp & Dohme
B.V.
(Miinchen, DE)
Nevirapin HIV-1 (NNRTI) Boehringer Ingelheim
(Ingelheim, DE)
Rilpivirin HIV-1 (NNRTI Janssen-Cilag
International N.V.
(Neuss, DE)
Efavirenz HIV-1 (NNRTI) Bristol-Myers Squibb
(New York, USA)
Azidothymidin HIV-1 (NRTI) GlaxoSmithKline
(London, UK)
Tenofovir diproxyl HIV-1 (NRTI) Gilead Sciences
fumarat (Martinsried, DE)
Lamivudin HIV-1 (NRTI) ViiV Healthcare
Antibiotika
Zeocin Glykopeptid-Antibiotikum, #ant-zn-1 InvivoGen
(Toulouse, Frankreich)
Blasticidin Nukleosid-Antibiotikum, #ant-bl-1 InvivoGen
Puromycin Aminonukleosid-Antibiotikum, P7255 Sigma-Aldrich

Drug-Repurposing Kandidaten

Clomifenzitrat

Antiostrogen

Ketoconazol Antiandrogen, Antimykotikum
Papaverin Spasmolytikum

Methotrexat Zytostatikum, Immunsuppressivum
Chlormidazol Spasmolytikum, Antimykotikum
8-Azaguanin Akute Leukamie, Antineoplastikum
Raloxifen Selektiver Ostrogenrezeptormodulator
Y-134 Raloxifen-derivat (SERM)

Drotaverin Spasmolytikum

Posaconazol Antimykotikum

Thioguanosin Leukdmie Guanin-Analog)

MG-132 Proteasominhibitor
Cetylpiridiniumchlorid | Mundraumentziindungen, Antiseptikum
Tanaproget Nichtsteroidales Progestin
Homoharringtonin Proteinsyntheseinhibitor

Luminespib Versch. Tumore, Hsp90-inhibitor
Nelfinavir HIV-1/AIDS, Proteaseinhibitor
Harringtonin Proteinsyntheseinhibitor

Ravuconazol Antimykotikum

ACINDSS5

Sulfoniumsalz

Extern bereitgestellt
von Bernhard Ellinger,
Fraunhofer IME,
(Ellinger et al. 2021)
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Andere

MDL2, SDM17,
SDM17E, MT1, LM8

Peptide mit inhibitorischem Potenzial
gegen SARS-CoV-2

Prof. Vincenzo Summa,
Universitat Neapel
Federico Il

Substanzen 1-31

Niedermolekulare Substanzen aus anti-
HIV-1 Hochdurchsatz-screening

Bezogen von Enamine,
(Ellinger et al. 2020)

RBD-PE An die Rezeptorbindungsdomane des AG Koch-Nolte, UKE
SARS-CoV-2-Spikeproteins gebundenes
Phycoerythrin (Fluoreszenzfarbstoff)
Bakterien
Bezeichnung Artikelnr. Firma
E. coliTopl0F 10113902 Invitrogen, Fisher Scientific
Zelllinien
Name Eigenschaft ATTC/Referenz
HEK-293T Humane embryonale Nierenzelllinie CRL-11268
HEK293T-ACE2 | ACE2-exprimierende HEK293T-Linie selbst etabliert
PM1 Humane CD4+ T-Zelllinie 31973
CaCo2 Humane kolorektale Adenokarzinom-Zelllinie HTB-37
Calu3 Humane lungenepitheliale Adenokarzinom-Zelllinie | HTB-55
VeroE6 Nierenzelllinie aus Afrikanischen Grinen Affen CRL-1586

Zellkulturmedien

Zelllinie Medium Hersteller Artikelnummer
HEK-293T DMEM (1X) + GlutaMAX —I Medium Gibco 31966-021
HEK293T-ACE2 | mit 4,5 g/| D-Glucose + Pyruvat
CaCo2 +10% FCS Sigma F7524
Calu3 + 100 U/mL Penicillin Gibco 15140-122
VeroE6 + 100 pg/mL Streptomycin Gibco 15140-122
+25 mM HEPES Gibco 15630-056
PM1 RPMI-1640 (inkl. Glutamin) Gibco 61870044
+ 15% FCS Sigma F7524
+ 100 U/mL Penicillin Gibco 15140-122
+ 100 pg/mL Streptomycin Gibco 15140-122
+25 mM HEPES Gibco 15630-056
Software
Programm Firma

GraphPad PRISM, Version 8

GraphPad Software Inc.
Boston, MA, USA

FACSDiva, Version 9.0

BD BioSciences

NanoDrop ND-1000, Version 3.8

Gibco, Fisher Scientific
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4. Methoden
4.1. VersuchslUbergreifende Methoden

4.1.1. Kultivierung von humanen Zellen

Alle in den beschriebenen Versuchen verwendeten Zellen wurden bei 37°C und 5% CO> und
einer relativen Luftfeuchtigkeit von etwa 90% kultiviert. Zellen, die in Versuchen mit nicht-
revers-transkribierenden lentiviralen Vektoren (NRTLVs) verwendet wurden, wurden
wahrend des Versuches ab der Transduktion bei 32°C kultiviert. Die Zelllinien wurden jeweils
in dem im Abschnitt Material (Kapitel 3.2.) beschrieben Medium gehalten. Zur Verwendung
in Versuchen wurden die adhdrenten Zellen nach Erreichen von etwa 80% Konfluenz in 10 cm
Petrischalen mit PBS gewaschen, trypsiniert und in Medium resuspendiert, bevor sie in den
entsprechenden Zellkulturplatten in der jeweils gewiinschten Anzahl vorgelegt wurden. PM1

wurde als Suspensionszelllinie zur Verwendung in Versuchen direkt in RPMI aufgenommen.

4.1.2. Herstellung von HEK293T-ACE2-Zellen

50.000 HEK293T-Zellen wurden in einer 24-Well Zellkulturschale mit 100 uL des Vektors
PRRL.sin.ppt.SFFV.Ace2.IRES.Puro.wPRE (AddGene 145839) transduziert. Die Zellen wurden
zur Selektion Uiber 21 Tage mit 1 ug/mL Puromycin behandelt. AnschlieBend wurden sie mit
einer an PE gekoppelten SARS-CoV-2 Spike-Rezeptorbindungsdomane (Spike-RBD, AG Nolte,
UKE) angefarbt und im FACSAria lllu Durchflusszytometer auf hohe ACE2-Expression sortiert.
Die Zellen wurden dabei einzeln in eine 96-Well Platte abgelegt, um von Einzelzellen stabile
Klone auswachsen zu lassen. Der Klon mit dem starksten Signal nach Transduktion mit einem
SARS-CoV-2-Pseudovirus (Klon 2G7, siehe Kapitel 5.2.2., Abbildung 21) wurde ausgewahlt und

kultiviert. Diese Zellen werden im weiteren als HEK293T-ACE2 bezeichnet.

4.1.3. Herstellung lentiviraler Vektoren in HEK293T-Zellen

Die Produktion lentiviraler Partikel erfolgte in HEK293T-Zellen, die mittels der
Calciumphosphat-Methode mit den unter Material aufgelisteten Plasmiden (siehe Kapitel

3.2.) gemaR des in Tabelle 2 aufgefiihrten Schemas transfiziert wurden.
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Tabelle 2: Plasmide und Mengenangaben fiir die Herstellung von lentiviralen Vektoren in HEK293T-Zellen.

Vektor-Plasmid: 10-20 pg / 10 cm Schale
Gag/Pol-Plasmid: 10 pug / 10 cm Schale
Rev-Plasmid: 5 ug /10 cm Schale
Envelope-Plasmid: 2 ug / 10 cm Schale (VSV-G) oder
4 pug / 10 cm Schale (SARS-CoV-2-Spike)

Je 5 x 10° HEK-293T-Zellen wurden am Nachmittag in 10-cm-Petrischalen in 10 mL DMEM
ausgesat. Die Reagenzien und Plasmide wurden am folgenden Morgen aufgetaut und
gemeinsam mit dem Medium auf Raumtemperatur gebracht. Die Plasmide wurden in 450 ulL
sterilem H,0 verdiinnt und mit 50 uL 2,5 M CaCl; Lésung aufgefillt. 500 pL 2X HBS wurden in
15 mL spitz zulaufende Falcon ReaktionsgefalRe gefullt. Die DNA/CaCl, Mixtur wurde tropfelnd
zum HBS hinzugefiigt, wahrend konstant mittels einer Pasteurpipette Luft durch das HBS
gepustet wurde. Die Mischung wurde zur Bildung des DNA-Prazipitats bei Raumtemperatur
10 Minuten inkubiert. Das alte Medium wurden von den Zellen entfernt und 10 mL frisches
Medium mit 25 uM Chloroquin wurden hinzugefiigt. Die DNA-Mixtur wurde unter konstanter
Durchmischung des Mediums mittels Schwenken der 10-cm-Petrischale trépfchenweise
hinzugefiigt. Die Zellen wurden fir 6-12 Stunden bei 37°C und 5% CO; und ca. 90%
Luftfeuchtigkeit inkubiert. Nach der Inkubationsphase wurde das Medium gewechselt und
durch 8 mL DMEM (ohne Chloroquin) ersetzt. Der Uberstand wurde alle 8-16 Stunden mittels
einer Spritze geerntet, durch einen 0,45-uM Filter in 2 mL ReaktionsgefdfRe transferiert und
bei —80 °C eingefroren (Weber, 2008). Dieses Protokoll und weitere Informationen zum

Vektor sind unter www.LentiGO-Vectors.de (letzter Zugriff: 17.06.2026) einsehbar.

4.1.3.1. Generation modifizierter lentiviraler Vektoren im HIV-1-Assay

Nicht-integrierende lentivirale Vektoren (NILV) wurden mit einer defekten, mutierten
Integrase im Gag-Pol Plasmid (pMDLg/pRRE-intD64V; Mutation D64V; (Yafiez-Mufioz et al.
2006)) generiert. Das oben beschriebene Protokoll wurde befolgt, wobei der geerntete
Uberstand zum Aufkonzentrieren in 30-mL Glasréhrchen bei 7000 xg und 4°C iiber Nacht
zentrifugiert wurde. Der Uberstand wurde sodann aspiriert bis nur noch 300 pL in den
Glasrohrchen (brig waren (100-fache Volumenreduktion). Das fast unsichtbare Viruspellet
wurde darin resuspendiert und die konzentrierten Uberstinde wurden bei —80°C in 2-mL

ReaktionsgefalRen eingefroren.
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Nicht revers-transkribierende lentivirale Vektoren (NRTLVs) wurden mit einer defekten,
mutierten reversen Transkriptase im Gag-Pol Plasmid (dRT-pMDLg/pRRE; Mutationen V249D,
V250D; (Mock et al. 2014)) und dem LeGO-iG2-wPRE-pA Vektor generiert. Davon abgesehen

wurde das Standardprotokoll befolgt.

Multiresistente lentivirale Vektoren wurden wie folgt generiert: De novo synthetisierte
Fragmente des Gag-Pol Gens mit den ausgewahlten Mutationen wurden bestellt (GeneArt,
ThermoFisher). Das jeweilige Wildtyp-Fragment wurde mit Restriktionsenzymen aus dem
Plasmid mit dem Gag-Pol Gen ausgeschnitten und das mutierte Fragment mittels DNA-

Ligation eingefiigt. Die spezifischen Mutationen und Enzyme sind in Tabelle 3 aufgefiihrt.

Tabelle 3: Multiresistente lentivirale Vektoren mit eingefiigten Mutationen.

Vektor Eingefiigte Mutationen

resINSTI TO97A, E138K, S147G, N155H

resNRTI M41L, A62V, 69 INS, L74V, M184V, L210W, T215Y
resNNRTI L100I, K103N, Y181C

Kompetente E. coli Top10F Bakterien wurden transformiert, Kolonien wurden am nachsten
Tag fir Ubernachtkulturen gepickt und die modifizierten Plasmide wurden via Plasmid-
Miniprep extrahiert (QIAquick Spin Miniprep Kit, Qiagen). Diese Klonierungen hatte ich im
Rahmen meiner Masterarbeit durchgefiihrt (Woens 2018). Alle Sequenzen kénnen auf

Nachfrage bereitgestellt werden.

4.1.3.2. Generation von SARS-CoV-2-Pseudoviren

Fir die Analyse der Inhibition wurden lentivirale Vektoren mit den Oberflachenproteinen
verschiedener Virusvarianten pseudotypisiert (Wildtyp Wuhan-1, die Variante D614G, Delta,
Omikron BA.1, BA.2 und BA.5). Diese Schritte wurden nicht von mir selbst durchgefiihrt, sind
hier aber zur Nachvollziehbarkeit kurz beschrieben. Ebenfalls Erwahnung finden sie in

(Kuzikov et al. 2022; Bojkova et al. 2026; Eden et al. 2024).

Die Expressionsplasmide fir die jeweiligen Spikeproteinvarianten wurden mittels klassischer
Klonierungstechniken hergestellt. Als Backbone fiir die Herstellung der Expressionsplasmide
fiir Spike-Proteine des Wildtyp-Virus und der Variante D614G wurde das Plasmid pEF1a-Puro
verwendet. In dieses wurde die cDNA des SARS-CoV-2 Spike-Proteins (de-novo synthetisiert

und fir humane Zellen Codon-optimiert) kloniert. Die Mutation D614G wurde mittels PCR
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eingefligt. Im weiteren Schritt wurden mittels PCR in beiden cDNAs die Codons fiir die 19 C-
terminalen Aminosauren entfernt, da in der Literatur beschrieben wird, dass sich hierdurch

der Pseudovirustiters erhohen lasst.

Als Expressionsplasmide fiir die Spike-Proteine der Virusvarianten Delta, Omikron/BA.1 und
Omikron/BA.2 wurden direkt Gber Addgene verfligbare Plasmide von David Nemazee
verwendet (siehe Kapitel 3.2.), die das Plasmid pcDNA3.3 als Backbone nutzten und das
Spikeprotein der jeweiligen Variante mit bereits durchgefiihrter Deletion der 18 C-terminalen
Aminosauren enthielten. Flr das Spikeprotein von Omikron/BA.5 wurde Uber Addgene ein

Plasmid von Marceline Coté bestellt, in dem sodann die d18-Modifikation eingefligt wurde.

4.1.4. eGFP-basierter Inhibitionsassay mittels Durchflusszytometrie

Zur Analyse der Expression von eGFP durch die Pseudoviren und deren Inhibition durch
Testsubstanzen mittels Durchflusszytometrie wurden 50.000 Zellen in einer 24-Well
Zellkulturplatte in je 500 pL DMEM ausplattiert. Zu analysierende Substanzen mit
unbekanntem Wirkmechanismus wurden in Verdlinnungsreihen direkt zu den Zellen
gegeben. Serum und Schwereketten-Antikérper, deren Wirkung Uber die Bindung an
Viruspartikel vermittelt ist, wurden hingegen im Pseudovirusvolumen verdiinnt. Zellen und
Substanzen wurden 60 min, Vektoriberstand und Substanzen 30 min bei 37°C und 5% CO:
sowie etwa 90% Luftfeuchtigkeit ko-inkubiert, um eine maogliche Zellaufnahme und den
Ablauf inhibitorischer Prozesse beziehungsweise die neutralisierende Bindung zu
ermoglichen. Nach der Inkubation wurden 50 pL der Pseudoviren zu jedem Well
hinzugegeben. Als Kontrollen wurden vollstandig unbehandelte Wells sowie Wells mit
Pseudovirus aber ohne Substanzen verwendet. Alle Proben wurden in jeweils drei Replikaten
pipettiert. Die Analyse der Transduktion wurde 3 Tage spater mittels der
durchflusszytometrischen Messung des Anteils eGFP-positiver Zellen durchgefiihrt. Die
Inhibition wurde als Dosis-Wirkungs-Kurve geplottet und die IC50- bzw. NT50-Werte in
PRISM8 (GraphPad) berechnet.

4.1.5. Luciferase-basierter Inhibitionsassay mittels Luminometrie

Zur Analyse von Pseudovirus-inhibierenden Substanzen und -neutralisierenden Antikoérpern
mittels Luciferase-Assay wurden 20.000 Zellen in einer 96-Well Zellkulturplatte in je 50 uL

DMEM ausgesat. Zu analysierende Substanzen mit unbekanntem Wirkmechanismus wurden
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in Verdiinnungsreihen direkt zu den Zellen gegeben, Angaben zur Konzentration sind hier auf
das finale Volumen im Well bezogen. Serum und Schwereketten-Antikorper, deren Wirkung
Uber die Bindung an Viruspartikel vermittelt wird, wurden im Vektoriiberstand verdiinnt,
Angaben zu Konzentrationen sind hier auf das Volumen des Vektoriiberstandes bezogen.
Zellen und Substanzen wurden 60 min, Vektoriiberstand und Substanzen 30 min bei 37°C und
5% CO; sowie etwa 90% Luftfeuchtigkeit ko-inkubiert, um eine mogliche Zellaufnahme und
den Ablauf inhibitorischer Prozesse beziehungsweise die neutralisierende Bindung zu
ermoglichen. Nach der Inkubation wurden 20 pL des Vektoriberstandes zu jedem Well
hinzugegeben. Als Kontrollen wurden vollstandig unbehandelte Wells sowie Wells mit
Pseudovirus aber ohne Substanzen verwendet. Alle Proben wurden in jeweils drei Replikaten
pipettiert. Nach 2 Tagen Inkubation bei 37°C, 5% CO; und 90% Luftfeuchtigkeit wurden 50 pL
Luciferin (500 uM in PBS) zu jedem Well hinzugegeben. Die Analyse der Luciferase-Aktivitat
als Marker der Transduktionsrate wurde im Tecan Infinite M200 Plattenlesegerat
durchgefiihrt. Die Inhibition wurde als Dosis-Wirkungs-Kurve geplottet und die IC50- bzw.
NT50-Werte wurden in PRISM8 berechnet.

4.2. HIV-1 Inhibitionsassay

Der HIV-1 Inhibitionsassay wurde sowohl in den in Kapitel 5.1.1. gezeigten Vorarbeiten
(Woens 2018) als auch in den darauf aufbauenden, in Kapitel 5.1.2. — 5.1.4. nachfolgenden
Versuchen verwendet. Die in 4.2.1. und 4.2.2. beschriebenen Methoden wurden nur in den

Vorarbeiten verwendet.

4.2.1. Quantifizierung der Inhibition von integrierenden Vektoren.

Der Assay wurde mittels eGFP/Durchflusszytometrie auf PM1-Zellen durchgefiihrt. Die
Substanzen wurden in Konzentrationen von 30 nM, 100 nM, 300 nM, 1 uM, 3 uM und 10 uM
in 2,5 puL DMSO verdinnt und in Triplikaten zu den Zellen gegeben (finale DMSO-
Konzentration 0,5%). Die Negativkontrollen wurden mit 2,5 uL DMSO in drei Replikaten
behandelt, um eine konstante Konzentration von 0,5% DMSO in allen Proben einzustellen.
Drei Wells wurden als Positivkontrolle mit 300 nM Raltegravir (ebenfalls in 2,5 uL DMSO)
behandelt. Nach der Inkubation wurden die Pseudoviren in 25 pL PBS pro Well verdiinnt, mit

einer angestrebten Transduktionsrate von etwa 30% (in den Negativkontrollen mit DMSO).
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4.2.2. Analyse der Inhibition von nicht integrierenden Vektoren

Der Assay wurde auf HEK293T-Zellen durchgefiihrt. Die Substanzen wurden in einer
Konzentration von einem sechsfachen der berechneten IC50 aus dem ersten Aktivitdtsassay
dosiert, um starke und eindeutige Ergebnisse zu erhalten, und in Triplikaten direkt zu den
Zellen gegeben. Die Negativkontrollen wurden mit 2,5 uL DMSO in zwei Replikaten behandelt.
300 nM Raltegravir und 5 uM Azidothymidin wurden als Positivkontrollen verwendet. Nach
der Inkubation wurde Vektor (NILV oder NRTLV) in 25 pL PBS pro Well verdiinnt und
hinzugefligt, wobei eine Transduktionsrate von 60% in den DMSO-behandelten
Negativkontrollen angestrebt wurde. Die Analyse der Transduktion mittels
Durchflusszytometrie erfolgte nach 3 Tagen Inkubation bei 37°C fir NILVs und nach 2 Tagen
bei 32°C fir NRLTVs.

4.2.3. Analyse der Inhibition von resistenten Vektoren

Um den Einfluss der Resistenzmutationen auf die Wirkung im Assay zu bestatigen, wurden
alle Vektoren mit den folgenden Medikamenten behandelt: Azidothymidin (AZT, ein NRTI,
auch bekannt als Zidovudin), Lamivudin (3TC, ein NRTI), Tenofovir diproxyl fumarat (TDF, ein
NRTI), Dolutegravir (DTG, ein INSTI), Raltegravir (RAL, ein INSTI), Efavirenz (EFV, ein NNRTI)
und Nevirapine (NVP, ein NNRTI). Diese Medikamente sind Teil der “WHO List of Essential
Medicines” und werden als Therapieoptionen fiir HIV-1 Patienten empfohlen. Zu
Vergleichszwecken wurden zusatzlich im weiteren Verlauf der Experimente mit resistenten

Vektoren die Substanzen Etravirin (ETV, ein NNRTI) und Rilpivirin (RPV, ein NNRTI) verwendet.

Dieser Assay wurde nach demselben Protokoll wie der Assay zur Untersuchung der Wirkung
der experimentellen Substanzen auf integrierenden Vektoren durchgefiihrt (siehe Kapitel
4.2.1). Die Medikamente wurden in denselben Konzentrationen angesetzt und pipettiert, wie
zuvor die untersuchten Substanzen. Die sich ergebenden IC50-Werte der Medikamente auf
den resistenten Pseudovirus wurden mit ihren 1C50-Werten auf dem Wildtyp-Pseudovirus

verglichen und ein Resistenzfaktor wurde kalkuliert.

Alle aktiven Substanzen wurden daraufhin auf ihre Inhibitionspotenz bei diesen modifizierten
Resistenzvektoren getestet. Hierfir wurden HEK293T-Zellen im eGFP-Assay verwendet. Die

Substanzen wurden in der Konzentration entsprechend ihrer zuvor kalkulierten IC50 dosiert.
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4.2.4. Toxizitatsassay fur Substanzen und HIV-1-Medikamente

Zur Herstellung einer stabil Luciferase-exprimierenden Zelllinie (HEK293T-Luc) wurden
200.000 HEK293T-Zellen in einer 6-Well Zellkulturplatte in 1 mL DMEM ausgesat und die Wells
mit 8 ul, 16 pl, 32 pl oder 64 pl des Luciferase, eGFP und Puromycinresistenz exprimierenden
Vektors LeGO-Luc2-iG2-Puro* transduziert. Die Zellen wurden nach 3 Tagen
durchflusszytometrisch anhand der eGFP-Expression auf ihre Transduktionsrate untersucht.
Aus dem mit 32 pl Vektor transduzierten Well, das eine Transduktionsrate von 55,2% erreicht
hatte, wurden die Zellen zur Selektion in eine 10-cm Petrischale mit 10 mL DMEM Uberfihrt
und 3 Tage mit 1 ug/mL Puromycin zur Selektion behandelt. Nach dieser Selektion ergab die
durchflusszytometrische Untersuchung eine Rate von >90% eGFP positiven Zellen. Im

weiteren Verlauf der Versuche wurden die Zellen weiter mit 1 ug/mL Puromycin behandelt.

Je 200 dieser HEK293T-Luc-Zellen wurden in einer 96-Well Zellkulturplatte in 50uL DMEM
ausgesat. Die geringe Zellzahl stellte sicher, dass die Zellen Uiber 6 Tage ohne Auftreten von
Kontaktinhibition wachsen konnten. Die Substanzen (Substanz 1, Substanz 3, Substanz 23,
Substanz 28, Substanz 31, Efavirenz, Raltegravir, Nevirapin, Dolutegravir) wurden in den
Konzentrationen 100 nM, 300 nM, 1 uM, 3 uM, 10 uM und 30 uM in Triplikaten hinzugefugt.
Als Positivkontrollen wurden die Antibiotika Zeocin und Blasticidin in den Konzentrationen 5
ug/mL, 15 pg/mL, 50 pg/mL, 150 pug/mL und 500 pg/mL bzw. in den Konzentrationen 1 pg/mL,
3 pg/uL, 10 pg/mL, 30 ug/mL und 100 pg/mL eingesetzt. 3 Wells ohne Substanzen wurden als
Negativkontrolle verwendet. Nach 3 und 6 Tagen Inkubation bei 37°C, 5% CO; und 90%
Luftfeuchtigkeit wurden 50 pL bzw. 100 pL Luciferin (500 uM in PBS) jedem Well

hinzugegeben.

4.3. SARS-CoV-2 Inhibitionsassay

4.3.1. Analyse der Antikdrperaktivitat in Serumproben

Inaktivierte humane Serumproben wurden im Luciferase-Assay (siehe 3.1.4.) analysiert. Die
Proben wurden in den Verdiinnungsstufen 1:10, 1:30, 1:100, 1:300, 1:1000 und 1:3000 im
Vektoriberstand verdinnt und in Triplikaten zu HEK293T-ACE2-Zellen gegeben.
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4.3.2. Analyse der Inhibition durch Peptide

Potenziell inhibitorische Peptide gegen SARS-CoV-2 (MDL2, SDM17, SDM17E, MT1, LM8)
wurden durch Prof. Vincenzo Summa (Universitdt Neapel Federico II) und Dr. Bernhard
Ellinger (Fraunhofer IME) bereitgestellt. Die Analyse erfolgte im Luciferase-Assay. Die Aliquots
wurden in 12 seriellen 1:3-Verdiinnungen angesetzt. Fir MDL2 von 211 uM bis 3,6 nM, fir
SDM17 von 336 uM bis 5,7 nM, fiir SODM17E von 328 puM bis 5,5 nM, fiir MT1 von 339 uM bis
5,7 nM und fir LM8 von 194 uM bis 3,3 nM. Die Konzentrationen wurden jeweils in Triplikaten
pipettiert. Als Zellen wurden sowohl CaCo2 als auch HEK293T-ACE2 genutzt.

4.3.3. Analyse der Inhibition durch niedermolekulare Substanzen

Beginnend mit 20 Substanzen aus einem Hochdurchsatzscreening flir potenzielle
niedermolekulare Inhibitoren von SARS-CoV-2 (Ellinger et al. 2021) wurde eine Reihe von
Versuchen durchgefiihrt, in deren Verlauf die Anzahl der getesteten Substanzen verringert

und der Detailgrad der Messung erhoht wurde.

Im ersten Versuch wurden die 20 Substanzen (in DMSO gel6st) in einer finalen Konzentration
von 10 pM in Triplikaten pipettiert und im Luciferase-Assay auf CaCo2-Zellen gemessen.
Zusatzlich zum oben beschriebenen Protokoll wurden Wells ohne Vektor pipettiert und vor

der Messung mit CellTiter-Glo versetzt, um das Zelliberleben luminometrisch zu erfassen.

Die aus dem vorherigen Assay ausgewadhlten 8 Substanzen wurden im ndchsten Versuch
sowohl auf ihre dosisabhdngige Wirkung untersucht als auch auf ihre Inhibition von VSV-
Pseudoviren und ihren Einfluss auf das Zelliberleben (mittels CellTiter-Glo). Die Messung
wurde im Luciferase-Assay durchgefiihrt. Es wurden Verdinnungsreihen von 12 Schritten mit
1:2-Verdiinnungen, zwischen 10 mM und 4,88 uM, in DMSO verwendet und in Triplikaten

pipettiert. Es wurden 4.000 CaCo2-Zellen je Well in 384-Well Platten ausgesat.

Raloxifen wurde erneut sowohl im eGFP- als auch im Luciferase-basierten Assay getestet, um
eine Interaktion mit dem Luciferase-Assay selbst auszuschlieRen. Der Konzentrationsbereich
umfasste 10.000 nM — 30 nM im eGFP-Assay und 30.000 nM — 100 nM im Luciferase-Assay.
Als Zellen wurden HEK293T-ACE2 verwendet. Zur Untersuchung, ob die Wirkung von
Raloxifen SARS-CoV-2-spezifisch ist, wurde erneut der Luciferase-basierte Assay verwendet.

Hierzu wurden sowohl SARS-CoV-2-D614G-Pseudoviren als auch VSV-Pseudoviren mit einer
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Einzeldosis von 5 uM Raloxifen behandelt. Als Kontrolle wurde der Nanobody VHH72
verwendet. Als Zellen wurden HEK293T-ACE2 verwendet. Zum Vergleich der Wirkung in
Abhangigkeit von Zelltypen und Pseudovirusvariante wurde Raloxifen im eGFP-Assay in allen
9 Kombinationen von HEK293T-ACE2-, CaCo2- und Calu3- Zellen sowie einem SARS-CoV-2-
D614G-, -Delta- und Omikron/BA.1-Pseudovirus getestet. Als Konzentrationsbereich wurden

100 nM, 300 nM, 1.000 nM, 3.000 nM und 10.000 nM verwendet.

4.3.4. Analyse der Inhibition durch Schwereketten-Antikérper

Gegen SARS-CoV-2 generierte Schwereketten-Antikorper auf Basis von in LamaMice isolierten
Nanobodies (Eden et al. 2024) sowie die als Kontrolle verwendeten Nanobodies wurden von
der AG Koch-Nolte bereitgestellt. Die Analyse der Inhibition von SARS-CoV-2-WT-Pseudoviren
erfolgte im Luciferase-Assay. Die Aliquots wurden in PBS auf eine Konzentration von 10 ng/ulL
verdiinnt. Diese wurden daraufhin in den Verdiinnungsstufen 1:10, 1:30, 1:100, 1:300, 1:1000
und 1:3000 im Vektoriberstand angesetzt, die den Konzentrationen 1000, 333, 100, 33, 10
und 3 pg/uL entsprechen. Alle Verdiinnungsstufen wurden in Triplikaten pipettiert, als Zellen

wurden CaCo2 genutzt.

Im zweiten Schritt wurden die Schwereketten-Antikérper auf ihre Inhibition von SARS-CoV-2-
WT- und -Omikron/BA.2-Pseudoviren untersucht. Der Assay wurde wie zuvor angesetzt, aus
Grinden der schlechteren Transduzierbarkeit der CaCo2-Zellen und zur Vermeidung

zellabhangiger Faktoren wurden fir diese Messung HEK293T-ACE2-Zellen verwendet.

Im dritten Schritt wurde eine durch die AG Koch-Nolte getroffene Auswahl der
Schwereketten-Antikorper auch auf ihre Inhibition von SARS-CoV-2-Omikron/BA.5-
Pseudoviren untersucht. Hierbei wurden der Konzentrationsbereich um die Konzentrationen
10.000 und 3.333 pg/uL erweitert, um eine moglicherweise schwachere Inhibition messbar

zu machen. Verwendet wurden erneut HEK293T-ACE2-Zellen.

4.4. Mathematische Korrektur von Transduktionsraten

Transduktionsevents in Versuchen mit viralen Vektoren folgen grundsatzlich einer
Poissonverteilung (Fehse et al. 2004). Da eine Analyse von Transduktionsraten mittels
Durchflusszytometrie nicht in der Lage ist, multiple Transduktionen einer einzelnen Zelle zu

ermitteln, kann die reine Transduktionsrate ein irrefiihrendes Messergebnis darstellen. Bei



49

geringen Transduktionsraten spielt dies eine eher geringe Rolle, bei hohen Raten kann es
jedoch vorkommen, dass ein groBer Anteil der gemessenen Zellen mehrfach transduziert
wurde und somit ein starker Unterschied zwischen der gemessenen Transduktionsrate und
der Anzahl der tatsachlich erfolgten Transduktionsevents vorliegt. Dies ist besonders dann
relevant, wenn das Ziel einer Messung der Vergleich verschiedener Proben ist, wie es in den
in dieser Arbeit dargestellten Neutralisations- und Inhibitionsassays der Fall ist. Um die mittels
durchflusszytometrischen Methoden gewonnenen Daten zu korrigieren, wurden sie daher
mathematisch in die Anzahl der Transduktionsevents umgewandelt. Die allgemeine Formel
fur Poissonverteilungen kann, wie im Folgenden beschrieben, umgeformt werden, so dass
sich daraus das Verhaltnis von transduzierten Zellen und Transduktionsevents ergibt.
Zunéchst lasst sich die Formel flir den Anteil untransduzierter Zellen (P(X=0)) in Abhéngigkeit

der Transduktionsevents (TE) und Zellzahl (Nzeien) wie folgt aufstellen:

TE

0
TE ~(Ngetien
( /NZellen) * e Nzellen
0!

P(X=0) =
Diese Formel ldsst sich wie folgt kirzen:

1 _(_TE
P(X:O) = I e (NZellen)
Anders als — wie beschrieben — der Anteil der ein, zwei oder noch 6fter transduzierten Zellen
ist in durchflusszytometrischen Analysen der Anteil der untransduzierten Zellen eine
zuverldssig messbare Grofle. Die Formel lasst sich wie folgt umformen, dass aus dieser GroRe

die Rate der Transduktionsevents (TE) im Verhaltnis zur Zellzahl (Nzeren) ergibt:

TE

NZellen

=—n(P(X=0))

Die Rate aller Transduktionsevents, die fiir vergleichende Versuche wichtiger ist, als der direkt
messbare Anteil mindestens einmal transduzierter Zellen, ist also der negative natrliche
Logarithmus des Anteils der untransduzierten Zellen. Diese Kalkulation wurde in
Titrationsexperimenten mit den verwendeten Vektoren und Zellen Gberprift und bestatigt
und wurde in dieser Arbeit auf die durchflusszytometrisch erhobenen Messdaten angewandt,
wo immer Transduktionsraten verglichen werden, beispielsweise bei der Erstellung von Dosis-

Wirkungskurven von Inhibitoren der Transduktion.
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5. Ergebnisse
5.1. HIV-1 Pseudovirusassay

5.1.1. Vorarbeiten: Aktivitat von HIV-1 inhibierenden Substanzen

In der vorausgegangenen Arbeit (Woens 2018) wurden 31 Hits aus einem
Hochdurchsatzscreening (Ellinger, 2020) validiert und auf ihren Targetmechanismus
untersucht. Zum besseren Verstandnis der darauf aufbauenden Arbeiten (Kapitel 5.1.2. —
5.1.4.) sind diese Vorarbeiten hier (Kapitel 5.1.1) gezeigt. Zur Validierung des Screenings
wurden die Experimente unter Wechsel des Labors, des ausflihrenden Wissenschaftlers, des
Reportergens, der Zelllinie, des Substanzbatches und des Vektor-Envelopes durchgefiihrt.
Dabei wurden VSV-G-pseudotypisierte, eGFP exprimierende Vektoren (LeGO-G2) in PM1-
Zellen benutzt, wahrend der Hochdurchsatz-Assay eco-pseudotypisierte, Luciferase

exprimierende Vektoren und HEK293T-mCAT1-Zellen benutzt hatte.

6000 IC50 der aktiven Substanzen auf PM1-Zellen
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Abbildung 13: Wirkung von Substanzen aus einem HIV-1 Hochdurchsatzscreening in PM1-Zellen gegen die Transduktion
mit einem eGFP exprimierenden LeGO-G2 Vektor. Dargestellt sind die IC50-Werte aller wirksamen Substanzen. Die
ermittelten Werte lagen zwischen 454 nM (C1) und 4,7 uM (C9). IC50: Fir eine 50%ige Inhibition notwendige Konzentration.

Die ermittelten Dose-Response-Kurven zeigten fir eine 50%ige Inhibition notwendige
Konzentrationen (IC50) zwischen 454 nM und 4,7 uM, wobei 19 Substanzen unter 5 uM lagen.
Aufgrund von Autofluoreszenz (Substanz 9) und deutlichen toxischen Effekten (Substanz 12)
wurden zwei Substanzen ausgeschlossen, sodass 17 aktive Inhibitoren Gbrigblieben, deren

Wirkung spezifisch fir die lentivirale Vektorbiologie war.

Um den Zielmechanismus der Inhibitoren genauer zu lokalisieren, wurden Vektoren mit
spezifischen Mutationen im Infektionszyklus eingesetzt. Zundchst wurde ein nicht-

integrierender lentiviraler Vektor (NILV) verwendet, der durch eine defekte Integrase
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gekennzeichnet ist. Obwohl die erzeugte cDNA nicht in die zelluldre DNA eingebaut wird, kann
sie transkribiert werden und fiihrt zu einem messbaren, wenn auch schwachen Signal. Im
zweiten Ansatz kam ein Vektor mit defekter reverser Transkriptase (NRTLV) zum Einsatz, der
gar keine cDNA produziert, aber in geringem MaRe direkt analog zur mRNA translatiert wird.
Aufgrund der geringen Transduktionseffizienz in PM1-Zellen wurden fiir diese Tests die

permissiveren HEK293T-Zellen verwendet.

Inhibition von NILVs und NRTLVs durch Substanzen
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Abbildung 14: Ergebnisse der Assays mit nicht-integrierenden (NILV) und nicht-revers-transkribierenden lentiviralen
Vektoren (NRTLV). Diese Assays wurden zur Eingrenzung des Wirkmechanismus der Substanzen entlang des
Replikationsprozesses durchgefiihrt. Die Substanzen wurden in sechsfacher Konzentration ihrer zuvor gemessenen 1C50
verwendet, um ein deutliches Signal zu erzielen und eine vollstandige, reduzierte oder vollstandig ausbleibende Wirkung
voneinander zu unterscheiden. Alle gemessenen Substanzen zeigten eine Inhibition des Signals des NILV und keine messbare
Inhibition des Signals des NRTLV. Hieraus lasst sich eine Abhangigkeit von der reversen Transkription ableiten. IC50: Fir eine
50%ige Inhibition notwendige Konzentration.

Die 17 Substanzen wurden in sechsfacher IC50-Konzentration getestet, da eine binare
Unterscheidbarkeit ihrer Aktivitat erwartet wurde. Im NILV-Assay zeigten alle Substanzen
eine deutliche Hemmung der Transduktion (>70%), was darauf hinweist, dass ihr
Angriffspunkt vor der Integrationsphase liegt. Im NRTLV-Assay hingegen konnte keine
hemmende Wirkung beobachtet werden, sodass der Zielmechanismus der Inhibitoren
innerhalb oder direkt nach der reversen Transkription liegen muss — jedoch noch vor der
Integration. Zusammenfassend wurde ein Panel von 17 hochaktiven Inhibitoren (IC50 < 5 uM)
identifiziert, die den reversen Transkriptionsschritt des HIV-1-Lebenszyklus gezielt blockieren,

ohne dass unerwiinschte Nebeneffekte auf den Assay oder die Zellen erkennbar waren.

Zur weiteren Eingrenzung des Wirkmechanismus und der Interaktion mit klinisch relevanten
Resistenzmutationen wurden die Substanzen auf einem neu entworfenen Panel von
Vektorvarianten getestet, die gegen jeweils eine der wichtigsten Klassen antiretroviraler
Medikamente resistent waren. Die IC50-Werte der Medikamente gegen die resistenten

Vektoren wurden absolut und als Faktor der IC50 gegen Vektoren mit Wildtyp-Enzymen
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berechnet. Jeder auf Arzneimittelresistenz ausgelegte Vektor bendtigte eine viel héhere Dosis

der verwendeten Wirkstoffe der jeweiligen Klasse.

Tabelle 4: 1C50 von HIV-1-Therapeutika auf dem Wildtyp-Vektor und auf dem jeweils gegen sie entworfenen, Resistenzen
tragenden Vektor. Resistenzfaktoren sind als Faktor der IC50 angegeben und mit Literaturwerten verglichen, wo vorhanden.
Literatur zu INSTI-Resistenzen: (Hardy et al. 2015), zu NRTI-Resistenzen: (Vingerhoets et al. 2005; Baxter et al. 2006; Rhee et
al. 2006; Azijn et al. 2010; Melikian et al. 2012), zu NNRTI-Resistenzen: (Parkin et al. 2004; Baxter et al. 2006; Melikian et al.
2012) IC50: Fur eine 50%ige Inhibition notwendige Konzentration.

Medikament Wildtyp 1C50 Resistenzvektor IC50 Resistenzfaktor | Literaturwerte
INSTI (T97A, E138K, S147G, N155H)

Raltegravir 3,65 nM 312 nM 85,5 >150
Dolutegravir 0,63 nM 35,9 nM 57 37 -64
NRTI (M41L, A62V, 69 INS, L74V, M184V, L210W, T215Y)

Azidothymidin 378 nM 21,3 uM 56,3 82 ->2400
Tenofovir d. f. 31,3 nM 66,0 nM 2,11 3,8-12
Lamivudin 11,4 uM >300 uM* >30%* 5,2 ->200
NNRTI (L1001, K103N, Y181C)

Nevirapin 72,0 nM 93,0 uM 1290 >122 - 468
Efavirenz 1,12 nM 3,15 pM 2810 >200 - 1800
Etravirin 0,31 nM 227 nM 732 8,3-58
Rilpirivin 0,38 nM 90,6 nM 238 81

Die meisten Resistenzfaktoren lagen nahe an den erwarteten Werten in den flr die
Vektorentwicklung herangezogenen Veroffentlichungen. Dariber hinaus lieB sich bei der
Behandlung der NRTI-resistenten Vektoren mit NNRTIs eine héhere Wirksamkeit beobachten,
was auch umgekehrt zutraf. Dieser Effekt ist fir NNRTIs in der Literatur beschrieben und
unterstreicht die erfolgreiche Herstellung eines Modellvektors fir resistente HI-Viren (Tozzi

et al. 2004; Clark et al. 2006; Wensing et al. 2016).

Tabelle 5: IC50 von RTIs auf Vektoren mit Resistenzmutationen gegen die jeweils andere Klasse von RTI. Nevirapin und
Efavirenz zeigen eine erhohte Wirksamkeit gegen den NRTI-resistenten Vektor, wahrend die NRTIs Azidothymidin, Tenofovir
d.f. und Lamivudin eine erhohte Wirksamkeit gegen den NNRTI-resistenten Vektor zeigen. In der Literatur ist die verstarkte
Wirkung von NNRTIs auf NRTI-resistentem HIV-1 bereits beschrieben (Tozzi et al. 2004; Clark et al. 2006). IC50: Fir eine
50%ige Inhibition notwendige Konzentration.

Medikament Wildtyp 1C50 Resistenzvektor 1C50 Resistenzfaktor Literaturwerte
NNRTI NRTI-resistenter Vektor

Nevirapin 72 nM 27,2 nM 0,38 Hohere Wirksamkeit
Efavirenz 1,12 nM 0,21 nM 0,19 Hohere Wirksamkeit
NRTI NNRTI-resistenter Vector

Azidothymidin 378 nM 63,6 nM 0,17 Keine Angaben
Tenofovir d. f. 31 nM 6,6 nM 0,21 Keine Angaben
Lamivudin 11,4 uM 224 nM 0,02 Keine Angaben

Zuletzt wurden die Substanzen jeweils in einer einzelnen Dosis entsprechend ihrer IC50 auf
Wildtyp-Vektor gegen alle resistenten Vektoren getestet. In diesem Versuch zeigten alle

untersuchten Substanzen das gleiche Muster von Aktivitatsveranderungen. Die Hemmung
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des wt- und INSTI-resistenten Vektors war vergleichbar. Auf dem NNRTI-resistenten Vektor
war die Aktivitat sehr gering bis gar nicht vorhanden, wahrend sie auf dem NRTI-resistenten

Vektor fiir alle Substanzen drastisch anstieg. Dieses Muster ist das flir NNRTIs typische.

Inhibition verschiedener resistenter Abbildung 15: Inhibition der verschiedenen
. Vektoren durch die Substanzen, dosiert
HIV-1-Pseudoviren durch 18 Substanzen entsprechend ihrer IC50-Werte auf dem
100 vy Wildtyp-Vektor. Die Wirkung auf dem INSTI-
Yol v resistenten Vektor unterscheidet sich nicht

valYv o .
- v signifikant von der Wirkung auf dem WT-
s ° A Vektor. Die Inhibition des NRTI-resistenten
g 50+ "Ef.' % Vektors war stark erhoéht, wihrend die
s o . Aa Inhibition des NNRTI-resistenten Vektors
g 4 . drastisch reduziert war. Dieses Muster gilt flr
£ MIARXS alle Substanzen. IC50: Fir eine 50%ige

0 . Inhibition notwendige Konzentration.
*

Wildtyp INSTI-res NRTI-res NNRTI-res

5.1.2. Vergleich der Testsubstanzen mit zugelassenen Therapeutika

Um einen besseren Vergleich der Substanzen und zugelassener Therapeutika hinsichtlich
ihrer Aktivitat auf NNRTI-resistente Vektoren zu ermdglichen, wurden die finf Substanzen mit
der hochsten gemessenen Restaktivitdat bei ihrer WT-IC50 einer detaillierteren Analyse
unterzogen. Diese bestand im Messen einer Dosis-Wirkungskurve (iber die Konzentrationen
von 30 nM bis 10 uM gegen den Wildtyp-Vektor und tber die Konzentrationen von 100 nM
bis 30 uM gegen den NNRTI-resistenten Vektor. Als Zellen wurden HEK293T verwendet.
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Abbildung 16: Vergleich der inhibitorischen Aktivitdt von 5 ausgewahlten Substanzen (C1, C3, C23, C28, C31) gegen die
Transduktion von HEK293T-Zellen mit einem Wildtyp-Vektor und dem NNRTI-resistenten Vektor. Die mit dem Wildtyp-
Vektor transduzierten Zellen wurden mit den Substanzen in den Konzentrationen 30 nM — 10 uM behandelt, die mit dem
NNRTI-resistenten Vektor transduzierten Zellen mit den Konzentrationen 100 nM — 30 uM. Alle Substanzen zeigten eine

verringerte dosisabhdngige Wirkung gegen den NNRTI-resistenten Vektor. IC50: Fir eine 50%ige Inhibition notwendige
Konzentration.
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Die so erhaltenen IC50-Werte ergaben Resistenzfaktoren zwischen 4,4 und 23,1 des Vektors
gegen die Substanzen 1, 3, 23, 28 und 31. Diese Resistenzwerte sind deutlich niedriger als die
Faktoren, die bei den von der FDA zugelassenen NNRTIs beobachtet wurden, die zwischen
238 und 2810 lagen. Mit absoluten IC50-Werten zwischen 5,42 und 21,27 uM sind die
Substanzen sogar wirksamer als Nevirapin, ein ausgereiftes, chemisch optimiertes und von
der FDA zugelassenes Medikament, das bei dieser Kombination von Resistenzmutationen erst

bei 93 uM eine 50%ige Hemmung erreicht.

Tabelle 6: IC50 der Substanzen 1, 3, 23, 28 und 31 im Assay mit dem Wildtyp-Vektor und dem NNRTI-resistenten Vektor
sowie berechnete Resistenzfaktoren. IC50: Fir eine 50%ige Inhibition notwendige Konzentration.

Wildtyp 1C50 NNRTI-resistenz IC50 Resistenzfaktor
Substanz 1 454 nM 5,4 uM 11,9
Substanz 3 1563 nM 21,3 uM 13,6
Substanz 23 2324 nM 10,2 uM 4,4
Substanz 28 551 nM 12,7 uM 23,1
Substanz 31 1556 nM 16,7 uM 10,7

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass unser Test zur Identifizierung von mindestens fliinf
hochaktiven Leitstrukturen flir HIV-1-Medikamente gefiihrt hat, die zur Klasse der NNRTIs

gehoren, aber eine sehr geringe Anfalligkeit fir bekannte Resistenzmutationen aufweisen.

5.1.3. ADME/PK Analyse der vielversprechendsten Substanzen

Zur Untersuchung weiterer fir die Verwendung als Leitstruktur relevanter Eigenschaften
wurde eine Reihe externer Assays bei der Firma Cyprotex (UK) durchgefiihrt. Dabei wurden
die hydrophile Loéslichkeit, die Stoffwechselstabilitdt in humanen Mikrosomen und die

Plasmaproteinbindung untersucht.

Tabelle 7: Ergebnisse der extern durch Cyprotex durchgefiihrten Assays. Es wurde ein turbidimetrischer Loslichkeitsassay
fur die Wasserloslichkeit, ein (Human-Leber-)mikrosomaler Stoffwechselstabilitatsassay und ein Equilibrium-Dialyse-Assay
zur Bestimmung der Plasmabindung der Substanzen durchgefiihrt.

Substanz | Wasserl6slichkeit | Mikrosomale Stoffwechselstabilitat Plasmaproteinbindung
Loslichkeit Clearance Halbwertszeit | Ungebundene Recovery
(M) (1ul/min/mg protein) | (min) Fraktion
10,5 1670 0,830 1% 104%

3 65 1020 1,36 2% 99,8%

23 >100 62,1 22,3 17% 106%

28 65 274 5,05 2% 106%

31 20 33,4 41,5 5% 109%

Alle Substanzen zeigten eine Wasserl6slichkeit von >10 uM, Substanz 23 war auch oberhalb

von 100 uM noch |6slich. Die Geschwindigkeit der Clearance im mikrosomalen Stoffwechsel-
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Assay unterschied sich stark, die Halbwertszeit der Substanzen umfasst die Spanne von unter
einer Minute bei Substanz 1 bis zu (iber 40 Minuten im Fall von Substanz 31. Der Anteil der
nicht an Plasmaprotein gebundenen Fraktion unterschied sich ebenfalls deutlich, wahrend

Substanz 1 nur zu 1% ungebunden vorlag, war Substanz 23 zu 17% ungebunden.

5.1.4. Toxizitatsassay fir Testsubstanzen und HIV-1-Medikamente

Zur Untersuchung einer moglichen Toxizitat der flinf beschriebenen Substanzen wurde ein
Toxizitatsassay mit stabil Luciferase exprimierenden HEK293T-Zellen durchgefiihrt. Die
Substanzen in Konzentrationen von 100 nM, 300 nM, 1 uM, 3 uM, 10uM und 30 uM
hinzugegeben, was fiir alle Substanzen die IC50 auf WT-Vektor sowie die IC50 auf dem NNRTI-
Resistenzvektor abdeckt. Zum Vergleich wurden die HIV-1-Therapeutika Efavirenz,
Raltegravir, Nevirapin und Dolutegravir in denselben Konzentrationen verwendet. Als
Positivkontrolle  wurden die Antibiotika Zeocin und Blasticidin verwendet.

Lumineszenz der HEK293T-Luc Zellen Lumineszenz der HEK293T-Luc Zellen
3 Tage nach Behandlung mit Compounds 3 Tage nach Behandlung mit HIV-1 Therapeutika
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Abbildung 17: Lumineszenz von mit Luciferase transduzierten

HEK293T-Zellen drei Tage nach Zugabe verschiedener Substanzen.
Angaben sind in % des Signals unbehandelter Zellen. A: Substanzen
1, 3, 23, 28 und 31 in den Konzentrationen von 100 nM bis 30 uM.
B: HIV-1 Medikamente Efavirenz (NNRTI), Raltegravir (INSTI),
Nevirapin (NNRTI) und Dolutegravir (INSTI) 100 nM bis 30 uM. C:
Antibiotika Zeocin in den Konzentrationen 5 pg/mL — 500 ug/mL
sowie Blasticidin in den Konzentrationen 1 pg/mL — 100 pg/mL.
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Bei den Substanzen ldsst sich bis auf C23 eine Verringerung der Lumineszenz ab einer
Konzentration von 10 uM feststellen. Nur Substanz 1 verringert das Signal um mehr als 50%,

auf 19,3% bei einer Konzentration von 30 uM. Die HIV-1-Therapeutika zeigen ein dhnliches
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Spektrum: Raltegravir zeigt im Konzentrationsbereich keine signifikante Reduktion des
Luciferase-Signals, bei Nevirapin und Dolutegravir ist eine sehr schwache Reduktion zu
erkennen, die Slope der Dosis-Wirkungskurve beginnt bei 10 uM und bleibt auch bei 30 uM
oberhalb von 75%. Efavirenz zeigt jedoch bereits ab 3 uM eine Signalschwachung und erreicht
bei 10 uM bereits einen Signalwert von nur noch 8,33% der unbehandelten Kontrolle. Die
Wirkung der als Kontrolle verwendeten Antibiotika ist deutlich zu erkennen, Zeocin hemmt
das Signal bereits in der niedrigsten Konzentration um mehr als 50%, Blasticidin zeigte eine
deutliche Kurve die sich im verwendeten Konzentrationsbereich bereits stark der 0 ndhert.
Die in der Lumineszenz sichtbaren Effekte lieBen sich anhand der Farbung des Nahrmediums
bestatigen, die Wells mit niedrigem Signal hoben sich auch klar von den restlichen Wells ab,
was einer Interferenz mit dem Marker widerspricht und auf einen genuinen Effekt auf die

Zellaktivitat hinweist.

Bei der Messung an Tag 3 wurde den Wells frisches Medium hinzugefiigt und die Substanzen
zur Aufrechterhaltung der Zielkonzentration ebenfalls hinzugegeben. Nach drei weiteren
Tagen wurde erneut Luciferin hinzugegeben und die Lumineszenz gemessen, um einen
zeitlichen Verlauf von zytotoxischer/zytostatischer Wirkung zu messen. Erneut wurden Dosis-

Wirkungskurven erstellt.

Wie in Abbildung 18 zu sehen, zeigen sich die schon an Tag 3 beobachteten Effekte bei den
meisten Substanzen erneut in dhnlicher Hohe. Die Substanzen erreichen bei sehr dhnlichen
Konzentrationen eine Verringerung des Signals von 50%, wie auch in Tabelle 8 gezeigt. Eine
Veranderung der Hemmung ist bei den HIV-1-Medikamenten Dolutegravir und Nevirapin
sowie den beiden Antibiotika Zeocin und Blasticidin zu erkennen. Die 6d-IC50 liegt bei
Dolutegravir mit 7,6 UM um einen Faktor 7,4 niedriger als die 3d-IC50, bei Nevirapin in der
Unterschied ein Faktor von 2. Blasticidin verringert das Signal an Tag 6 bereits bei 1,3 pg/mL
um 50%, wahrend es an Tag 3 2,4 pg/mL fur diesen Effekt benotigt. Fur Zeocin ist der Effekt
so stark, dass sich kein Faktor berechnen lasst, bereits bei 5 ug/mL liegt das Signal an Tag 6

bei 2,3% der Kontrolle, wahrend es an Tag 3 selbst bei 500 pg/mL noch bei 14,9% lag.
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Lumineszenz der HEK293T-Luc Zellen
6 Tage nach Behandlung mit HIV-1 Therapeutika
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Lumineszenz der HEK293T-Luc Zellen
6 Tage nach Behandlung mit Antibiotika
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Abbildung 18: Lumineszenz von mit Luciferase transduzierten
HEK293T-Zellen sechs Tage nach erster Zugabe verschiedener
Substanzen. Angaben sind in % des Signals unbehandelter
Zellen. A: Substanzen 1, 3, 23, 28 und 31 in den Konzentrationen
von 100 nM bis 30 pM. B: HIV-1 Medikamente Efavirenz
(NNRTI), Raltegravir (INSTI), Nevirapin (NNRTI) und Dolutegravir
(INSTI) 100 nM bis 30 uM. C: Antibiotika Zeocin in den
Konzentrationen 5 pg/mL — 500 pg/mL sowie Blasticidin in den
Konzentrationen 1 pg/mL— 100 pg/mL.

Wie an den Dosis-Wirkungskurven und den errechneten IC50-Werten fiir die Lumineszenz zu

erkennen ist, haben einige der Substanzen bei hohen Konzentrationen einen messbaren

Einfluss auf das Wachstum der Zellpopulationen. Von den eingegebenen Testsubstanzen

haben C1, C3, C23 und C31 eine Hemmung um 50% nach drei und sechs Tagen zwischen 10

und 30 uM. Die toxische Wirkung der verwendeten HIV-1-Therapeutika liegt nach 3 Tagen nur

fir Efavirenz im Bereich der eingegeben Konzentrationen und mit 2,7 uM ist sie dabei

niedriger als alle experimentellen Substanzen. An Tag 6 ist auch Dolutegravir mit 7,6 uM bei

einer Dosis flir eine 50%ige Reduktion des Signals verantwortlich, die unterhalb der bei den

experimentellen Substanzen gemessenen liegt. Dolutegravir hat dabei eine deutliche

Reduktion der IC50 von Tag 3 auf Tag 6 zu verzeichnen, ein Effekt der bei anderen Substanzen

nicht oder, wie bei Nevirapin, nur in geringem MaRe zu verzeichnen ist.
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Tabelle 8: Berechnete IC50-Werte fiir alle Substanzen an Tag 3 und Tag 6. Flr Substanz 23 und Raltegravir lasst sich kein
Wert berechnen, da selbst bei der hochsten Konzentration von 30 uM keine ausreichende Hemmung messbar ist. *Bei
Substanz 28, Nevirapin und Dolutegravir (nur Tag 3) liegen die von PRISM8 errechneten Werte oberhalb der tatsachlich
gemessenen Konzentrationen. IC50: Fiir eine 50%ige Inhibition notwendige Konzentration.

Molekiil 1C50 3d IC50 6d

Substanz 1 12,1 uM 13,1 uM
Substanz 3 27,4 uM 19,6 uM
Substanz 23 NA NA
Substanz 28 33,7 uMm* 36,4 uM*
Substanz 31 24,8 uM 29,4 uM
Efavirenz 2,7 UM 3,1 uM
Raltegravir NA NA
Nevirapin 90 uM* 45 pM*
Dolutegravir 56 uM* 7,6 UM
Zeocin <5 pug/mL << 5 pg/mL
Blasticidin 2,4 ug/mL 1,3 ug/mL

5.2. SARS-CoV-2 Pseudovirusassay

Der zweite Teil der Ergebnisse behandelt die Anwendung des Pseudovirusassays auf SARS-
CoV-2. Hierzu wurden zundchst die notwendigen, mit dem SARS-CoV-2 Spikeprotein
pseudotypisierten Vektoren (im Weiteren aus Griinden der Lesbarkeit SARS-CoV-2-
Pseudoviren genannt) hergestellt und beziglich ihrer Transduktionsfdhigkeit optimiert.
Zusatzlich wurde eine hoch permissible, ACE2-exprimierende Linie von HEK293T-Zellen
etabliert. In dieser Kombination lieBen sich deutlich stirkere Signale durch die effizientere
Transduktion der Zellen mit den Firefly-Luciferase oder eGFP exprimierenden Pseudoviren
erzielen und mithin ein groBerer Dynamikbereich des Assays erreichen, wahrend gleichzeitig
die hierzu notwendige Menge an eingesetzten Pseudoviren stark reduziert wurde. Der Assay
wurde zunachst angewendet, um die Neutralisation des Pseudovirus durch Antikorper im
Serum von auf verschiedene Weise gegen SARS-CoV-2 immunisierten Personen zu testen.
Weiterhin wurden mit ihm (potenzielle) Therapeutika im Rahmen von Drug-Repurposing
Versuchen untersucht, darunter vor allem der selektive Ostrogenrezeptormodulator
Raloxifen. Zuletzt wurden neu generierte Schwereketten-Antikorper auf ihre Fahigkeit zur
Neutralisation und damit auf ihre Eignung als antivirales Therapeutikum untersucht. Hierzu
wurden die Pseudoviren mit den Envelopes neuer Varianten von SARS-CoV-2 pseudotypisiert,

um eine Wirksamkeit im Kontext des fortwahrend mutierenden Virus zu Gberpriifen.
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5.2.1. Herstellung von lentiviralen SARS-CoV-2-Pseudoviren

Zur Etablierung des SARS-CoV-2-Pseudovirusassays wurden zundchst die SARS-CoV-2-
Pseudoviren, also lentivirale Vektoren mit dem SARS-CoV-2-Spikeprotein als Envelope
hergestellt. Das Plasmid zur Expression des Spikeproteins wurde im ersten Schritt anhand der
Wildtyp-Sequenz (WT) synthetisiert und verwendet. Im Verlauf der Arbeiten wurden
Modifikationen sowohl zugunsten der Assayfunktion als auch analog zu relevanten
Mutationen des SARS-CoV-2-Spikeproteins in den pandemischen Wellen eingefiigt. Diese
wurden zu Beginn in das vorliegende Spike-codierende Plasmid per PCR kloniert und im
weiteren Verlauf, wenn vorliegend, von Addgene bestellt oder neu synthetisiert (wie im Fall
der Variante B.1.1.7). Zu den wichtigsten Modifikationen im Sinne der Assayfunktion gehorte
dabei die Deletion von 18-19 Aminosauren am C-Terminus (d18 / d19). Diese Deletion wurde
in das Spikeprotein der D614G-Variante kloniert und mit Pseudotypen beider Varianten

(D614G in voller Lange und als d19-Variante) wurden CaCo2-Zellen transduziert.

A D614G-full-length (100 L) B D614G-A19 (10 pL)
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Abbildung 19: Exemplarische durchflusszytometrische Messung der Transduktionsrate zweier SARS-CoV-2-Pseudoviren in
CaCo2-Zellen. Gemessen wurde das eGFP-Signal. Plot A zeigt die Messung von CaCo2-Zellen, die mit 100 pL Pseudovirus
transduziert wurden, pseudotypisiert mit dem D614G-Spikeprotein in voller Lange. Hierdurch lieR sich eine
Transduktionsrate von 0,19% der Zellen erreichen. Plot B zeigt die Messung von CaCo2-Zellen, die mit 10 plL eines
Pseudovirus transduziert wurden, bei dem das D614G-Spikeprotein die d19-Deletion enthielt. Hierbei lieR sich eine
Transduktionsrate von 9,5% messen. Dies stellte eine Steigerung des Titers um den Faktor 500 dar.

Wie in Abbildung 19 zu erkennen, fiuhrte die Deletion der 19 Aminosdauren zu einer
drastischen Steigerung der Transduktionsrate. Im dargestellten Beispiel lieBen sich mit 100
uL Uberstand des ungekiirzten D614G-Pseudovirus nur 0,19% der CaCo2-Zellen
transduzieren, wahrend das Pseudovirus mit der Deletion mit nur 10 uL 9,5% der Zellen
transduzierte, also etwa die 50-fache Transduktionsrate bei einem Zehntel des Volumens
erreichte, eine effektive Erhéhung des Titers um einen Faktor von etwa 500. Im weiteren

Verlauf wurden ausschlielilich in dieser Weise optimierte Pseudoviren verwendet, die hierzu
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eingefligten d18/d19-Modifikationen werden dabei nicht genannt. D614G-d19-Pseudoviren

werden beispielsweise fortan nur als D614G-Pseudoviren bezeichnet.

5.2.2. Herstellung von stark ACE2-exprimierenden HEK293T-Zellen

Um einen Assay mit moglichst starkem Signal zu erhalten, wurde eine fir die SARS-CoV-2-
Pseudoviren hoch permissive Zelllinie etabliert. Hierzu wurden HEK293T-Zellen mit 100 uL des
Vektors pRRL.sin.ppt.SFFV.Ace2.IRES.Puro.wPRE transduziert und zur Selektion 21 Tage mit 1
ug/mL Puromycin behandelt. Daraufhin wurden sie mit einer an PE gekoppelten SARS-CoV-2-
Spike-Rezeptorbindungsdomédne  (RBD-PE)  angefarbt und im  FACSAria lllu
Durchflusszytometer auf hohe ACE2-Expression sortiert. Die Zellen wurden dabei einzeln in
einer 96-Well Platte abgelegt, um von Einzelzellen stabile Klone auswachsen zu lassen. Die
entstandenen Zellen werden im weiteren als HEK293T-ACE2 bezeichnet.
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Abbildung 20: Strategie der durchflusszytometrischen Sortierung stark ACE2-exprimierender HEK293T-Zellen im FACSAria
lllu. A zeigt die Selektion lebender Zellen nach den Kategorien SSC-A und FSC-A. In B werden Zellen mit zu hohen FSC-W
Werten ausgeschlossen. In C werden Zellen mit abweichendem SSC-W Wert ausgeschlossen. In D werden die 12,1% der
verbliebenen Population mit dem starksten PE-Signal (P4) zum Sortieren ausgewdhlt. Der PE-Marker ist an die Spike-RBD
gekoppelt, die den ACE2-Rezeptor bindet. Die Selektion erfolgt also aufgrund von starker Bindung der RBD als Marker flr
hohe Expression von ACE2.

Die Transduktion der so hergestellten monoklonalen Linien wurde mit einem Luciferase-
exprimierenden SARS-CoV-2-D614G-Pseudovirus getestet und der am effizientesten

transduzierbare Klon 2G7 wurde fir zuklinftige Experimente ausgewahlt.
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Abbildung 21: Transduktion verschiedener ACE2-exprimierender Klone von HEK293T-Zellen. Als Kontrollen dienten
untransduzierte HEK293T-Zellen, natirlich ACE2-exprimierende CaCo2-Zellen und die Gesamtpopulationen (Massenkultur)
der transduzierten HEK293T-Zellen nach der Selektion mit Puromycin sowie nach der Sortierung (siehe Abb. 20) auf die 12,1%
mit dem starksten PE-Signal. Ausgewdhlt worden waren die HEK293T-ACE2-Klone 1F4, 2D7, 1G2, 1G11 und 2G7. Dargestellt
sind die mittels Lumineszenz gemessenen Transduktionssignale nach Zugabe von je 1, 10 und 100 pL des Vektors LeGO-Luc2,
einem Luciferase-exprimierendem SARS-CoV-2-D164G-Pseudovirus. Klon 2G7 zeigte Uber alle Vektorvolumina das starkste
Lumineszenz-Signal und wurde fir zukiinftige Versuche ausgewabhlt.

5.2.3. Neutralisation von SARS-CoV-2-Pseudovirus durch Serum

Zur Analyse der neutralisierenden Antikorper im Serum von Personen mit verschiedenen
Arten und unterschiedlicher Anzahl von Antigenkontakten wurde SARS-CoV-2-Pseudovirus
mit verschiedenen Serumverdinnungen ko-inkubiert und auf HEK293T-ACE2-Zellen gegeben.
Zu den moglichen Antigenkontakten gehorten Impfungen (mRNA- und Vektorimpfstoffe
verschiedener Hersteller), Infektionen mit SARS-CoV-2 und Kombinationen von Impfung und
Infektion. Diese Versuche hatten die Uberpriifung des Assays selbst, die Analyse der
Immunitdt der jeweiligen Personen und das Nachvollziehen von Prozessen wie der
Affinitatsreifung und des Nachlassens des Antikorperspiegels mit Abstand zur
Antigenexposition (,waning”) zum Zweck. In den Versuchen wurde das Spikeprotein der
Virusvariante D614G verwendet, die in Europa zu Beginn der Pandemie lange die dominante

Variante war.
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5.2.3.1. Neutralisation durch Seren im Verlauf des Impfprotokolls

Um die durch Impfungen angestrebte, schiitzende Wirkung zu entfalten, missen Antikorper
nicht nur in ausreichender Quantitdt vorliegen. Entscheidend ist ihre Fahigkeit zur
Neutralisation des Virus, die unter anderem eine hohe Bindungsaffinitat an fiir die Infektion
entscheidende Virusepitope bedingt. Daher ist eine direkte Messung der
Neutralisationsfahigkeit von Antikdrpern im Verlauf der Immunisierung mittels Impfung
notig, um deren gewliinschte Wirkung nachzuvollziehen. Um die Eignung des Assays zu
Uberprifen, wurde er zur Testung einer Reihe von Serumproben von Personen im Laufe ihres
Impfprotokolls verwendet. Unter den Personen waren solche, die ihre Erstimpfung mit dem
Vektorimpfstoff Vaxzevria von AstraZeneca (nachfolgend AZ) erhalten hatten sowie mit dem
MRNA-Impfstoff Comirnaty von BioNTech/Pfizer (nachfolgend BNT) erstgeimpfte Personen.
Ab der Zweitimpfung war nur BNT verwendet worden. Die Serumproben bestanden aus einer
Probe direkt am Tag der ersten Impfung, 21 Tage (BNT) oder 28 Tage (AZ) nach der ersten
Impfung, je 7 Tage und 6 Monate nach der zweiten Impfung und erneut 7 Tage nach der
dritten Impfung. Als Positivkontrolle wurde der monoklonale, neutralisierende Nanobody

VHH-72 benutzt.

125- Neutralisationsaktivitat von Seren Abbildung 22: Neutralisation von SARS-CoV-2-
im Verlauf des Impfprotokolls Pseudovirus durch Serum einer geimpften
Person auf HEK293T-ACE2 Zellen. Das Serum
wurde zu verschiedenen Zeitpunkten vor und
nach der Immunisierung getestet. Als Positiv-
kontrolle  diente  der  neutralisierende
Nanobody VHH-72. Am Tag der ersten Impfung
zeigt sich als Hintergrund eine geringe
Hemmung der Pseudoviren, eine 50%ige
Neutralisation wird nicht erreicht. 21 Tage nach
der ersten Impfdosis wird ein NT50 von 1:29
erreicht. Zwei Wochen nach der zweiten
Impfdosis verbessert sich die
Neutralisationsfahigkeit erheblich, mit einem
NT50 von 1:601. Sechs Monate nach der
zweiten Dosis wird nur noch ein NT50 von 1:84
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Abbildung 22 zeigt den Verlauf des Impftiters in Abhdngigkeit von den verabreichten
Impfdosen und der Zeit am Beispiel einer einzelnen Person. Aus organisatorischen Griinden

wurde die erste Probe am Tag der ersten Impfdosis (Impfung 1, Tag 0; I0T1) erst direkt nach
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der erfolgten Impfung genommen, eine bereits im Serum feststellbare Wirkung ist in diesem
Zeitraum jedoch ausgeschlossen. Es handelt sich also in der Praxis um die ungeimpfte
Serumprobe. In dieser Probe wurde auch bei der niedrigsten Verdiinnung von 1:10 keine
50%ige Neutralisation erreicht. 21 Tage nach der ersten Impfung (11T21) lag der Titer fiir eine
50%ige Neutralisationstiter (NT50) bei 1:29. 7 Tage nach der zweiten Impfung (12T7) betrug
der NT50 bereits 1:601 und nach 6 Monaten ohne weiteren bekannten Antigenkontakt (I2M6)

wurde ein NT50 von 1:84 gemessen.

1074 Neutralisationsaktivitit von Seren

im Verlauf des Impfprotokolls Abbildung 23:
Neutralisationsaktivitit von Seren
geimpfter Personen im Verlauf des
Impfprotokolls auf HEK293T-ACE2-
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In Abbildung 23 ist der Verlauf der Neutralisation durch die Seren tber das Impfprotokoll fiir
8 Personen gesammelt darstellt. Die Neutralisationsaktivitat liegt zundchst fir alle Proben
unter einem NT50 von 1:30. Mit der Anzahl der Antigenkontakte steigt sie kontinuierlich an,
sinkt zwischen der Messung kurz nach der zweiten Impfung und der Messung etwa 6 Monate
spater in allen Proben bis auf 411 und steigt dann wieder in allen Proben nach der dritten
Impfung. Probe 411 zeigt eine besonders geringe Steigerung des Neutralisationstiters direkt
nach der zweiten Impfung und als einzige Probe eine erneute Steigerung in der Messung 6

Monate nach der zweiten Impfung.
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5.2.4. Inhibition der Transduktion durch therapeutische Substanzen

Neben der Analyse von neutralisierenden Antikorpern im Serum wurden auch verschiedene
potenziell therapeutisch verwendbare Substanzen auf ihre Inhibition von SARS-CoV-2-
Pseudoviren untersucht. Dazu gehort eine Reihe synthetisierter Peptide aus einem Screening,
die von der Arbeitsgruppe von Prof. Vincenzo Summa (Universitat Neapel Federico Il) und
dem Fraunhofer IME (siehe Kapitel 3.2.) zur Verfligung gestellt wurden, sowie ein Panel von
20 Substanzen aus einem Hochdurchsatzscreening einer Drug-Repurposing-Library (Ellinger
et al. 2021). Aus letzterem Panel wurde das Medikament Raloxifen als vielversprechender

Kandidat fir weitere Tests im Rahmen des Drug-Repurposing-Ansatzes untersucht.

5.2.4.1. Inhibition durch neutralisierende Peptide

Ein Panel aus von der Universitdt Neapel Federico Il und dem Fraunhofer IME entwickelten
Peptiden wurde auf HEK293T-ACE2-Zellen und CaCo2-Zellen bezlglich ihrer Inhibition von
SARS-CoV-2-Pseudoviren getestet.

Inhibition von SARS-CoV-2-D614G Pseudovirus Inhibition von SARS-CoV-2-D614G Pseudovirus
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150 } 150-
2 K l i
° © 1 .
g {_%Eﬂ N 5 S eamEmsmi=t= Sta k)
5 a1 (TL[E 5 | 33 S P e <]
x 100 }I w100 A AL aN SR T 2
c c I 1
[} Q S
- -
] o =
T e}
c c
© ©
£ = \%
[ [
k] E-}
S 50 S 501
5 - SDM17 5 - SDM17
° = SDM17E ° = SDM17E
B -+ LM8 B -« LM8
T oo 10° 102 102 104 108 106 T o0 10" 102 102 104 108 106
Konzentration [nM] Konzentration [nM]

Abbildung 24: Neutralisation der Pseudoviren durch Peptide auf CaCo2-Zellen und HEK293T-ACE2-Zellen. Die Auswertung
erfolgte mittels luminometrischer Messung des Signals der von transduzierten Zellen exprimierten Luciferase. Die Werte sind
in % des Signals der Kontrolle ohne Inhibitor angegeben. Nur MT1 und LM8 erreichten eine kalkulierbare 1C50 (13 uM bzw.
50 uM) und nur bei Verwendung von CaCo2-Zellen im Assay. IC50: Fiir eine 50%ige Inhibition notwendige Konzentration.

Wie in Abbildung 24 zu sehen ist, erreichten die Peptide MT1 und LMS8 im Versuch mit CaCo2-
Zellen eine Inhibition von 50% bei einer Konzentration von 13 uM bzw. 50 uM. Bei der
Anwendung auf HEK293T-ACE2-Zellen erreichte keines der Peptide im verwendeten
Konzentrationsbereich eine Inhibition von 50% oder mehr. MT1 und LM8 zeigen jedoch auch

hier die im Vergleich starkste Inhibition.
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5.2.4.2. Testung niedermolekularer Inhibitoren von SARS-CoV-2

Ein aus einem Hochdurchsatzscreening potenzieller niedermolekularer SARS-CoV-2-
Inhibitoren hervorgegangenes Panel von Substanzen (Ellinger et al. 2021) wurde zunéchst in
einer einzelnen Dosis von 10 uM auf seine Inhibition der Transduktion mittels Pseudoviren
untersucht. Zusatzlich wurde auch mittels CellTiter-Glo das Zelliberleben unter Behandlung

mit derselben Dosis untersucht, um Hinweise auf Toxizitat zu erhalten.

Zelluberleben und Transduktionsinhibition von Abbildung 25: Inhibitorische Wirkung
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Wie in Abbildung 25 zu sehen, zeigten die Substanzen sehr unterschiedliche Wirkungen
sowohl auf die Pseudovirus-Transduktion als auch auf das mittels CellTiter-Glo (CTG)
gemessene Zelliiberleben. Die meisten Substanzen fihrten zu einer moderaten Hemmung
der Transduktion und einer messbaren, aber prozentual geringeren Hemmung des
Zelliberlebens. Einige der Substanzen, wie Homoharringtonin und Harringtonin, bewirkten
zwar eine deutliche Verringerung des als Transduktionsmarker genutzten Luciferasesignals,
resultierten allerdings in einem ebenso starken Toxizitatssignal. Ebenfalls auffallig waren die
Wirkung von Methotrexat und Thioguanosin, bei denen die Hemmung des CTG-Signals
deutlich starker ausfiel, als die des Luciferasesignals. Fir die weiteren Versuche wurden 8
Substanzen durch den Kooperationspartner (Fraunhofer IME) ausgewahlt. Darunter waren
mit Ketoconazol, Chlormidazol, Raloxifen, Posaconazol, Cetylpyridiniumchlorid und Nelfinavir
solche Substanzen, die eine Toxizitat von weniger als 20% und eine im Vergleich stdrkere
Inhibition des Luciferasesignals hatten. Zusatzlich wurden Methotrexat (starke Hemmung des
CTG-Signals, geringere Hemmung des Luc-Signals) und Luminespib (geringe Hemmung beider

Signale) fur ein weiteres Experiment ausgewahlt.
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5.2.4.3. Spezifische Wirkung und Toxizitat von 8 Substanzen

Die aus dem vorherigen Experiment ausgewahlten Substanzen wurden in einem weiteren
Schritt einer detaillierteren Analyse unterzogen. Hierzu wurden drei parallele Assays mit
einem SARS-CoV-2-D614G-Pseudovirus, einem VSV-Pseudovirus und mit CellTiter-Glo
angesetzt, in denen die Substanzen jeweils in einer Verdiinnungsreihe eingesetzt wurden.
Hierdurch sollte die Dosisabhadngigkeit der Wirkung auf Pseudovirus-Transduktion und
Zelliberleben untersucht werden, durch den Vergleich mit dem VSV-Pseudovirus aber auch

eine unspezifische Wirkung auf den Pseudovirusassay selbst ausgeschlossen werden.
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Wie in Abbildung 26 zu sehen, wurde im gemessenen Konzentrationsbereich fiir keine der
Substanzen eine 50%ige inhibitorische Wirkung gegen SARS-CoV-2 erreicht und lasst sich auch
kein deutlich inhibitorischer Trend im Verlauf einer Dosis-Wirkungskurve erkennen. Raloxifen
zeigt im Konzentrationsbereich > 1 uM eine deutliche Senkung des Signals im SARS-CoV-2-
Assay, diese erreicht jedoch weder eine 50%ige Hemmung noch ergibt sich eine Dosis-

Wirkungs-Kurve, aus der sich eine IC50 errechnen lasst. Auf das Transduktionssignal der VSV-
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Pseudoviren hatten Methotrexat und Luminespib eine hemmende Wirkung, wahrend unter
Behandlung mit Chlormidazol, Cetylpyridiumchlorid und Ketoconazol ein Anstieg des
Transduktionssignals festzustellen war. Die Analyse des Zelliberlebens mittels CellTiter-Glo
ergab eine starken Verringerung des Signals unter Behandlung mit bereits geringen Dosen
von Luminespib und Methotrexat. Cetylpyridiumchlorid zeigte in der hochsten verwendeten

Dosis eine Hemmung des CTG-Signals von Gber 50%.

5.2.4.4. Raloxifen inhibiert SARS-CoV-2-Pseudoviren in vitro

Aufgrund der besten Inhibition in den vorherigen Versuchen sowie eigenen Ergebnissen der
Kooperationspartner (Fraunhofer IME) wurde die Aktivitdt von Raloxifen weiter untersucht.
Hierzu wurden zundchst HEK293T-ACE2 mit beiden Reportersystemen (eGFP und Luciferase)
im Assay verwendet. So kann sichergestellt werden, dass keine der Substanzen z.B. ein
Luciferase-Inhibitor ist und zu falsch-positiven Ergebnissen fiihrt. Im Versuch mit Luciferase
wurde zudem die Konzentrationsspanne um den Faktor 3 erhoht, um eine vollstandige, die

maximal erreichbare Inhibition einschlieBende Dosis-Wirkungskurve zu erhalten.
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Abbildung 27: Messung der Inhibition von SARS-CoV-2-D614G-Pseudovirus durch Raloxifen auf HEK293T-ACE2-Zellen,
gemessen mit zwei verschiedenen Reportersystemen. HEK293T-ACE2-Zellen wurden mit Raloxifen in sechs verschiedenen
Konzentrationen behandelt und mit SARS-CoV-2-D614G-Pseudovirus transduziert, der einmal eGFP und einmal Luciferase
als Reportergen exprimierte. Wahrend fiir den Versuch mit eGFP-Reporter die Konzentrationen 30 nM, 100 nM, 300 nM,
1.000 nM, 3.000 nM und 10.000 nM verwendet wurden und die Analyse im Durchflusszytometer erfolgte, wurde fiir die
Messung mit Luciferase ein nochmals um den Faktor 3 hoherer Konzentrationsbereich gewdhlt und das Signal
luminometrisch bestimmt. Mit beiden Reportern lieBen sich eindeutige Dosis-Wirkungs-Kurven ermitteln. Die IC50 im Assay
mit eGFP betrug 4689 nM, im Assay mit Luciferase 1881 nM. IC50: Fiir eine 50%ige Inhibition notwendige Konzentration.

Beide Reportersysteme ergaben eindeutige Dosis-Wirkungskurven fiir Raloxifen. Die

gemessene IC50 betrug fir den Luciferase-Assay 1881 nM und fiir den eGFP-Assay 4689 nM.
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5.2.4.5. Inhibition durch Raloxifen ist SARS-Envelope-spezifisch

Um eine vom SARS-CoV-2-Envelope unabhédngige Wirkung von Raloxifen auszuschlielRen,
wurde parallel zum SARS-CoV-2-Pseudovirus auch ein VSV-Pseudovirus sowohl mit dem anti-
SARS-CoV-2-Nanobody VHH-72 als auch mit 5 pM Raloxifen behandelt und die
Transduktionsrate mittels Lumineszenz gemessen. Wie in Abbildung 28 gezeigt, verringerte
die Behandlung mit dem Nanobody VHH-72 wie auch die Behandlung mit 5 uM Raloxifen die
Transduktionsrate des SARS-CoV-2-Pseudovirus hoch signifikant (p<0,001, Holm-Sidak),
wahrend die Transduktionsrate des VSV-Pseudovirus nicht signifikant verringert wurde (p =

0,48 und p=0,11).
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Abbildung 28: Vergleich der Wirkung von Raloxifen und des SARS-CoV-2 spezifischen Schwereketten-Antikorpers VHH-72
auf einen SARS-CoV-2-D614G-Pseudovirus und einen VSV-Pseudovirus. Wahrend die Behandlung mit VHH-72 die
Transduktionsrate des VSV-Pseudovirus nicht signifikant inhibierte, fiel die Transduktionsrate des SARS-CoV-2-Pseudovirus
auf 8,5%. Auch bei der Behandlung mit 5 uM Raloxifen verringerte sich die Transduktionsrate des VSV-Pseudovirus nur
geringfugig auf 90,2%, wahrend die Transduktionsrate des SARS-CoV-2-Pseudovirus auf 25,5% fiel.

5.2.4.6. Inhibition verschiedener Virusvarianten durch Raloxifen auf
verschiedenen Zelltypen

Die auf HEK293T-ACE2-Zellen festgestellte, SARS-CoV-2 spezifische Inhibition durch Raloxifen
wurde auf ihre Breite gegen verschiedenen Virusvarianten sowie ihre Abhdngigkeit vom
Zelltyp untersucht. Hierzu wurden die drei verschiedenen Zelltypen HEK293T-ACE2, CaCo2
und Calu3 sowie die D614G-, Delta- und Omikron/BA.1-Varianten der SARS-CoV-2-

Pseudoviren getestet. Es wurden hierfiir Pseudoviren mit eGFP als Reporter verwendet.
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Abbildung 29: Neutralisation von SARS-CoV-2-Pseudovirus durch Raloxifen. HEK293T-ACE2-, CaCo2- und Calu3-Zellen
wurden mit Raloxifen in den Konzentrationen 100 nM, 300 nM, 1 uM, 3 uM und 1 uM behandelt. Calu3-Zellen wurden
zusatzlich mit der Konzentration 30 uM behandelt. SARS-CoV-2-Pseudoviren mit eGFP als Reportergen und den
Spikeproteinen der Varianten D614G, Delta und Omikron/BA.1 wurden in diesem Assay verwendet. Die Inhibition auf
HEK293T-ACE2-Zellen war am starksten, die Inhibition auf Calu3-Zellen am schwéachsten ausgepragt. Auf HEK293T-ACE2-
Zellen gab es geringe Unterschiede (23% bzw. 27%) zwischen den IC50 Werten gegen die verschiedenen
Pseudovirusvarianten, die Wirkung gegen die D614G Variante war am starksten und gegen die Omikron/BA.1 Variante am
schwachsten ausgepragt. Mit * markierte Werte weisen darauf hin, dass PRISM8 die Dosis-Wirkungs-Kurve als ,ambiguous
fit“ deklariert, der Wert ist entsprechend ein Schatzwert des Programmes. Daher konnen die Unterschiede in der Aktivitat auf
Calu3-Zellen nicht als eindeutiges Ergebnis behandelt werden. IC50: Fiir eine 50%ige Inhibition notwendige Konzentration.

Die Inhibition der Transduktion war gegen alle Pseudovirusvarianten am starksten auf
HEK293T-ACE2-Zellen, deutlich schwacher auf CaCo2-Zellen und noch schwacher auf Calu3-
Zellen. Die Unterschiede in der Inhibition der verschiedenen Pseudovirusvarianten waren
weniger eindeutig, nur auf HEK293T-ACE2-Zellen war eine sinkende Inhibition vom D614G-
zum Delta- und wiederum zum Omikron/BA.1-Pseudovirus zu erkennen. Die IC50-Werte flr
D614G und Omikron/BA.1 auf Calu3-Zellen waren Schatzwerte auf Basis eines ,ambiguous
fit” in PRISMS8. Die Differenz von etwa 40% gegenliber der IC50 gegen Delta basiert daher

nicht auf eindeutigen Werten.
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5.2.5. Neutralisierende Schwereketten-Antikorper gegen SARS-CoV-2

Der Assay wurde verwendet, um ein Panel von zehn neu generierten, rekombinanten
Schwereketten-Antikdrpern aus einem kirzlich etablierten LamaMice-Modell (Eden et al.
2024) auf ihre Eignung als hochspezifische, therapeutisch einsetzbare Molekiile gegen SARS-
CoV-2 zu testen. Bei den Antikorpern handelte es sich um an die Kaninchen-lgG-Fc-Region
(rbFc) gebundene Nanobodies (VHH). Aus Griinden der Lesbarkeit werden die Schwereketten-
Antikorper nach dem verwendeten Nanobody benannt. In den Versuchen wurde nicht nur
ihre Neutralisation von SARS-CoV-2-WT und damit der Spikevariante getestet, gegen deren
Epitope sie im Mausmodell generiert wurden. Mit den Spikeproteinen von Omikron/BA.2
sowie Omikron/BA.5 wurden auch zwei zum Zeitpunkt der Untersuchung hochaktuelle
Varianten mit groRem MalR an Immunflucht untersucht. Somit konnten die mit den
Nanobodies hergestellten Schwereketten-Antikorper auch darauf geprift werden, ob sie
konservierte Epitope binden und somit breit neutralisierende Eigenschaften besitzen. Zu
guter Letzt diente der Assay auch der Validierung des zur Herstellung verwendeten
LamaMice-Modells als geeignete Methode zur Generierung von neutralisierenden

Schwereketten-Antikorpern gegen SARS-CoV-2.

5.2.5.1. Neutralisation von SARS-CoV-2-WT-Pseudovirus

Die Neutralisationsaktivitat der Schwereketten-Antikorper wurde zunachst auf SARS-CoV-2-
WT-Pseudoviren mittel Luciferase-Assay und CaCo2-Zellen gemessen. Als Kontrollen dienten
verschiedene bereits etablierte oder durch andere Gruppen generierte Nanobodies (Nb12,

Nb30, L-10E, VHH-72, Loew SB23).
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Abbildung 30: Neutralisation von SARS-CoV-2-WT-Pseudoviren durch die Schwereketten-Antikérper 6SG-G12 und 7SG-G9.
65G-G12 als Nanobody mit der besten (IC50: 223,6 nM) und 7SG-G9 als Nanobody mit der schlechtesten (IC50: 3325 nM)
Wirkung der neu generierten Nanobodies sind hier beispielhaft dargestellt. 7SG-G9 erreicht im gemessenen Dosisbereich bis
1 ng/uL keine 50%ige Neutralisation. IC50: Fir eine 50%ige Inhibition notwendige Konzentration.
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Wie in Abbildung 30 fiir zwei der getesteten Schwereketten-Antikorper beispielhaft und in
Abbildung 31 zusammenfassend fir alle getesteten Schwereketten-Antikdrper sowie die als
Kontrollen genutzten Nanobodies dargestellt, zeigten sich unterschiedliche und zum Teil stark
neutralisierende Aktivitdten gegen die SARS-CoV-2-WT-Pseudoviren. Die Neutralisation von
50% erreichten die Schwereketten-Antikorper teils deutlich unterhalb von 300 pg/uL. Die
Dosis-Wirkungskurve von Nb12 lieR keine eindeutige Berechnung einer IC50 zu. Die
Schwereketten-Antikdrper 7SG-G9, 65G-F2 und 6SG-F5 sowie der Kontroll-Nanobody L-10E
erreichten auch bei der maximal eingesetzten Konzentration von 1 nM keine 50%ige
Hemmung der Pseudovirustransduktion, zeigten aber eine anhand der Dosis-Wirkungskurve
berechenbare IC50 auf. Daher wurden in den folgenden Versuchen hohere Konzentrationen

eingesetzt, um auch diesen Bereich abzubilden.

IC50 der Schwereketten-Antikérper gegen WT-Pseudovirus
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Abbildung 31: IC50-Werte der Schwereketten-Antikorper und Nanobodies gegen SARS-CoV-2-WT-Pseudovirus. Die IC50
Werte der neu entwickelten Schwereketten-Antikérper bewegten sich zwischen 110 pg/uL (8SG-H9) und 3325 pg/uL (7SG-
G9), darunter ein Antikérper ohne berechenbaren IC50-Wert (6SG-F5 / n.a.). Der Kontroll-Nanobody Loew SB23 vermittelte
die mit Abstand starkste Inhibition mit einer IC50 von 13,9 pg/uL. *Furr den Kontroll-Nanobody Nb12 ergab die berechnete
IC50 eine Standardabweichung, die nicht abbildbar ist (loglC50 ~ 124,1). Dargestellt ist daher nur der mittlere berechnete
IC50 Wert. IC50: Fiir eine 50%ige Inhibition notwendige Konzentration.
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5.2.5.2. Neutralisation von Omikron/BA.2-Pseudovirus

Die Schwereketten-Antikorper wurden im nachsten Schritt parallel gegen SARS-CoV-2-WT-
Pseudoviren und Omikron/BA.2-Pseudoviren getestet. Hierzu wurden HEK293T-ACE2 statt

CaCo2-Zellen verwendet, um einen Einfluss der spezifischen Zelllinie auszuschlielRen.

IC50 der Schwereketten-Antikérper gegen WT- und Omikron/BA.2-Pseudovirus
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Abbildung 32: Neutralisation von SARS-CoV-2-Pseudovirus mit Wildtyp- und Omikron/BA.2-Spike durch Schwereketten-
Antikérper und Kontroll-Nanobodies. Nb12, VHH-72 und Loew SB23 wurden als Positiv-Kontrollen genutzt. Dargestellt sind
nur die Nanobodies und Schwereketten-Antikdrper mit messbarer Inhibition beider Pseudovirusvarianten, zum direkten
Vergleich der IC50 Werte (siehe Tabelle 9). Als Fehlerbalken dargestellt sind die durch PRISM8 ausgegebenen Standardfehler.
Die 95% Konfidenzintervalle der Werte fiir WT und Omikron/BA.2 Pseudovirus iberschneiden sich nur fiir 65G-G12. Mit dem
Wechsel der verwendeten Zellen geht eine Steigerung der IC50 Werte einher, das Verhaltnis der IC50-Werte zwischen den
verschiedenen Antikérpern bleibt. IC50: Fiir eine 50%ige Inhibition notwendige Konzentration.

Die Schwereketten-Antikorper sowie die zum Vergleich eingesetzten Nanobodies zeigten bei
der Anwendung im WT-Assay héhere IC50 Werte, als im Versuch auf CaCo2-Zellen zuvor
(siehe auch Tabelle 9) . Im Verhéltnis der Wirkungen zueinander spiegelte dieser Versuch die
vorherigen Ergebnisse jedoch. L-10E, 7SG-G9, 6SG-F2 und 6SG-F5 zeigten erneut die geringste
Hemmung der WT-Pseudoviren. Durch die hdheren eingesetzten Konzentrationen konnten
ihre IC50 jedoch erreicht bzw. praziser rechnerisch approximiert werden. Im Versuch mit BA.2
war die Aktivitat stark verringert, nur der Kontroll-Nanobody Loew SB23 und die drei neu
entwickelten Schwereketten-Antikorper 65SG-G12, 6SG-G8 und 6SG-F11 erreichten eine
Hemmung von 50% der BA.2-Pseudoviren im untersuchten Konzentrationsbereich. Fiir die

Kontroll-Nanobodies Nb12 und VHH-72 sowie fir 65G-H9 und 65G-H10 lieR sich eine IC50
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oberhalb des tatsachlich eingesetzten Konzentrationsbereichs rechnerisch abschatzen. Fir
die Schwereketten-Antikdrper und Nanobodies mit einer messbaren Aktivitat auf beiden
Pseudovirusvarianten ist in Tabelle 9 der Vergleich ihrer IC50 Werte und der Faktor der

Abschwachung von WT auf BA.2 dargestellt.

Tabelle 9: IC50-Werte der Schwereketten-Antikorper und Nanobodies im Neutralisationsassay auf HEK293T-ACE2-Zellen
gegen SARS-CoV-2-Pseudoviren in der Wildtyp- und Omikron/BA.2-Variante. Unterschiede in der Wirksamkeit zwischen
den Spikevarianten sind als Faktor angegeben. Dargestellt sind alle Schwereketten-Antikérper und Nanobodies mit
messbarer Inhibition beider Pseudovirusvarianten. Die IC50-Werte in diesem Versuch mit HEK293T-ACE2-Zellen liegen
deutlich hoher als beim Versuchsansatz mit CaCo2-Zellen (vgl. Abb. 31) IC50: Fiir eine 50%ige Inhibition notwendige
Konzentration.

Nanobody Nb12 | VHH-72 | Loew SB23 | 65G-G12 | 6SG-H9 | 65G-G8 | 6SG-H10 | 6SG-F11
ICS0(WT) [pg/uL] | 533,1 | 822,6 10,41 774,7 760,7 471 796 480,1
IC50(BA.2) [pg/uL] | 6601 | 14199 59,7 1360 6446 1851 5008 1913
Faktor 12 17 5,7 1,8 8,5 3,9 6,3 4,0

Tabelle 10: IC50-Werte der Schwereketten-Antikdrper und Nanobodies im Neutralisationsassay auf HEK293T-ACE2-Zellen
gegen SARS-CoV-2-WT-Pseudoviren. Die hier gezeigten Schwereketten-Antikérper und Nanobodies hatten keine messbare
Aktivitat gegen die Omikron/BA.2-Pseudoviren. Die IC50-Werte in diesem Versuch mit HEK293T-ACE2-Zellen liegen deutlich
hoher als beim Versuchsansatz mit CaCo2-Zellen (vgl. Abb. 31) IC50: Fir eine 50%ige Inhibition notwendige Konzentration.

Nanobody Nb30 | L-10E 85G-G1 | 7SG-G9 | 85G-H9 | 65G-F2 | 6SG-F5

IC50(WT) [pg/uL] 7399 | - 203,1 7458 120,0 10173 | -

5.2.5.3. Keine Neutralisation von Omikron/BA.5-Pseudovirus

Finf der zuvor verwendeten Schwereketten-Antikorper wurden zudem fir eine
vergleichende Testung der Neutralisation des SARS-CoV-2-WT-Pseudovirus und der
Subvariante Omikron/BA.5 mittels Luciferase-basiertem Assay ausgewahlt. Hierzu wurden die
Schwereketten-Antikdrper verwendet, die die Nanobodies 65G-G12, 65G-H9 oder 65SG-F11
(Mitglieder der Klonfamilie 2 (Eden et al., 2024)) enthalten, und nicht nur eine besonders
hohe Aktivitat gegen SARS-CoV-2-WT-Pseudoviren aufwiesen, sondern auch aktiv gegen
BA.2-Pseudoviren waren. Um aus allen drei SARS-CoV-2-Spike-spezifischen Klonfamilien, die
aus den LamaMiice isoliert wurden (Eden et al., 2024), mindestens ein Mitglied zu analysieren,
wurden zudem Schwereketten-Antikdrper verwendet, die die Nanobodies 7SG-G9 (Mitglied
der Klonfamilie 3 (Eden et al., 2024)) oder 85G-G1 (Mitglied der Klonfamilie 1 (Eden et al.,
2024)) enthalten und gegen BA.2-Pseudoviren unwirksam waren. Als Kontrollen dienten

erneut die Nanobodies Nb12, Nb30 und VHH-72.
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Neutralisation von WT- und Omikron/BA 5-

Pseudovirus durch 6SG-G12

Neutralisation von WT- und Omikron/BA.5-
Pseudovirus durch 8SG-G1
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Abbildung 33: Neutralisation von SARS-CoV-2-WT- und Omikron/BA.5-Pseudoviren durch die Schwereketten-Antikdrper
6SG-G12 und 8SG-G1 auf HEK293T-ACE2-Zellen. Keiner der finf verwendeten Schwereketten-Antikérper hatte eine
messbare neutralisierende Wirkung gegeniiber dem Omikron/BA.5-Pseudovirus. Dargestellt sind beispielhaft der Nanobody

mit der hochsten Aktivitat gegenliber dem Omikron/BA.2-Pseudovirus und dem geringsten Aktivitatsverlust gegentber dem
Wildtyp-Pseudovirus (65G-G12) sowie der Nanobody mit der hochsten Aktivitat auf dem Wildtyp-Pseudovirus (85G-G1).

Keiner der getesteten Schwereketten-Antikorper und Nanobodies hatte eine messbare
Neutralisationsaktivitdt gegenliber den BA.5-Pseudoviren, wie am Beispiel von 65G-G12 und
85G-G1 in Abbildung 33 dargestellt. Somit war weder der Schwereketten-Antikérper mit der
hochsten Aktivitdt gegen die Wildtyp-Pseudoviren noch der Schwereketten-Antikdrper mit

der héchsten Aktivitat gegen die BA.2-Pseudoviren wirksam gegen BA.5-Pseudoviren.

Tabelle 11: IC50-Werte der Schwereketten-Antikdrper und Nanobodies im Neutralisationsassay auf HEK293T-ACE2-Zellen
gegen SARS-CoV-2-WT- und Omikron/BA.5-Pseudoviren. Keiner der Schwereketten-Antikdrper und Nanobodies hatte eine
messbare Aktivitat gegen die Omikron/BA.5-Pseudoviren. IC50: Fiir eine 50%ige Inhibition notwendige Konzentration.

Nanobody Nb12

Nb30

VHH-72

65G-G12

65G-H9

6SG-F11

75G-G9

85G-G1

IC50(WT) [pg/uL] | 559,1

478,1

1147

774,7

484,9

587,5

5261

309,1

IC50(BA.5) [pg/uL] | -
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6. Diskussion: Adaptive und sensitive lentivirale Vektorassays

Die in dieser Arbeit vorgestellten Versuche zeigen auf, welche Bandbreite an virologischen
Assays sich mithilfe lentiviraler Vektoren entwickeln lasst und welche verschiedenen
Fragestellungen sich damit ergriinden lassen. Dabei werden eine Vielzahl der Vorteile von
lentiviralen Vektoren genutzt. Die Moglichkeit der vielfaltigen Pseudotypisierung erlaubt
sowohl die Verwendung unterschiedlicher Zielzellen als auch die “Simulation” verschiedener
Viren (Joglekar und Sandoval 2017). Neben den in dieser Arbeit genutzten Envelopes der
jeweils global hoch relevanten Viren HIV-1 und SARS-CoV-2 gibt es beispielsweise auch
Forschung mit Zika-Pseudoviren auf Basis lentiviraler Vektoren (Kretschmer et al. 2020). Die
Anpassungsfahigkeit des Assays geht (iber wechselnde Viren hinaus und erlaubt auch die
Untersuchung verschiedener Subvarianten eines Virus. Dies wird in den Versuchen zu SARS-
CoV-2 verdeutlicht und erweist sich als entscheidend. Es wird jedoch nicht nur die Oberflache
lentiviraler Vektoren betrachtet. Auch die von HIV-1 entliehene Virusbiologie kann fiir die
Forschung verwendet werden, auch wenn hierbei das Virus offensichtlich vorgegeben ist. Wie
bei der Pseudotypisierung mit verschiedenen Varianten von SARS-CoV-2 kann der Vektor
auch bei der Erforschung von HIV-1 stark angepasst werden, hier anhand der in ihm
enthaltenen HIV-1-Enzyme. Ob es um die Eingrenzung des Lebenszyklus zur
Targetidentifikation geht oder um die Anpassung an Virusvarianten mit resistenten Enzymen,
die Moglichkeiten gehen weit iber die simple Feststellung der Aktivitat einer Substanz gegen

eine einzige Virusvariante hinaus.

6.1. Ein Panel hochaktiver Leadsubstanzen fir HIV-1

6.1.1. Vorarbeiten, Auswahl der 5 vielversprechendsten Substanzen

In den Vorarbeiten (Woens 2018) konnte die Inhibition der lentiviralen Vektoren durch 17
Substanzen bestatigt und als Wirkung auf den Prozess der reversen Transkription des Virus
identifiziert werden. Mithilfe neu entworfener, gegen verschiedene Klassen von HIV-1-
Therapeutika resistenter Vektoren konnte die Identitdt der Substanzen als NNRTIs festgestellt
werden. Einige der Substanzen zeigten eine deutliche Restaktivitdt gegen NNRTI-resistente
Vektoren, auch wenn sie NNRTI-spezifischen Aktivitatsmustern folgten, also neben der
verringerten Aktivitat gegen den NNRTI-resistenten Vektor auch eine erhdhte Aktivitat gegen

den NRTI-resistenten Vektor aufwiesen (Wensing et al. 2016). Diese Substanzen waren die
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interessantesten Kandidaten fiir eine sinnvolle Ergdnzung des bestehenden Arsenals
antiretroviraler Medikamente und wurden daher zur weiteren Analyse (Kapitel 5.1.2,,

Abbildung 16) ausgewahlt.

6.1.2. Aktivitat der 5 vielversprechendsten Substanzen und
zugelassener Therapeutika gegen NNRTI-resistenten Vektor

Die Dosis-Wirkungs-Kurven der Substanzen 1, 3, 23, 28 und 31 auf dem NNRTI-resistenten
Vektor zeigten Resistenzfaktoren von 4,4 bis 23,1, wobei die durchschnittliche Verschiebung
eine GroRenordnung betrug. Die Resistenz des Vektors gegen die vier zugelassenen NNRTI-
Medikamente, die wir im Assay verwendet hatten, betrug mindestens Faktor 280 und im
Durchschnitt eher drei GroRenordnungen. Dieser Unterschied ist von hoher Bedeutung, da
die Nebenwirkungen die maximal mogliche Dosierung bei der medizinischen Behandlung
stark einschranken. Gerade fiir NNRTIs sind dosisabhadngige hepatotoxische Effekte bekannt,
die insbesondere in der Kombination mit anderen Risikofaktoren ein Problem fiir die Therapie
darstellen kénnen (Kontorinis und Dieterich 2003; Sulkowski et al. 2002). Ein Medikament,
das trotz einer Resistenz gegen seine eigene Stoffklasse in einer sicheren Konzentration
verwendet werden kann, weil es um GroRRenordnungen weniger anfallig gegen die bisher
auftretenden Mutationen ist, ware von groRer praktischer Bedeutung fiir die Therapie. Daher
sind Leadsubstanzen, die diese Nische fillen, besonders interessant. Zwar ist davon
auszugehen, dass sich auch fiir ein solches Medikament spezifische Resistenzmutationen
bilden, sobald es in der Praxis eingesetzt wird und den entsprechenden Selektionsdruck
ausibt. Jedoch dauert dieser Prozess und die Moglichkeiten des Virus zur Mutation unter
Aufrechterhaltung seiner Fitness sind begrenzt, zumal unter effizienter Inhibition der

Replikation.

6.1.3. ADME/PK Analyse der 5 vielversprechendsten Substanzen

In der ADME/PK Analyse ergab sich eine Loslichkeit aller Substanzen oberhalb von 10 uM, was
als Cutoff fir Leadsubstanzen gilt, unterhalb derer die Loslichkeit eine grolRe Herausforderung
im Entwicklungsprozess darstellen kann. Die von den Substanzen 3, 23 und 28 erreichte
Loslichkeit von >50 uM lag deutlich tiber diesem Wert, was eine gute Voraussetzung fiir die

Entwicklung als Leadsubstanzen darstellt (Lipinski 2000; Stegemann et al. 2007).
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Fiir die Halbwertszeit von Leadsubstanzen wird in der PK ein Wert von 30 min angestrebt,
wahrend 60 min als Wert fir ein besonders giinstiges Stabilitatsprofil gilt (Hughes et al. 2011;
Stoczynska et al. 2019). Substanz 23 kam mit 22,3 Minuten in die Ndhe der Zielmarke,
wahrend Substanz 31 mit 41,5 Minuten zumindest oberhalb des ersten Grenzwertes lag
(siehe Tabelle 7). Eine hohe Halbwertszeit ist flir konstant eingenommene Medikamente wie
HIV-1 Therapeutika von hoher Bedeutung, da die dauerhafte Inhibition des Virus notwendig
und die Compliance der Patienten eine konstante Herausforderung ist. Leadsubstanzen
konnen jedoch durch chemische Modifikation in ihrer Stabilitdt deutlich verbessert werden,
beispielsweile indem Randgruppen hinzugefligt oder entfernt werden, die fiir die Interaktion
mit dem Target nicht zentral sind (Nassar et al. 2004; Meanwell 2018). Die Beurteilung der
Moglichkeiten bei diesen spezifischen Molekiilen ware die Aufgabe der entsprechenden

Experten in einem weiteren Entwicklungsprozess und verldsst den Bereich dieser Arbeit.

Zur Entfaltung der pharmakologischen Wirkung sollte ein Wirkstoff eine (Plasmaprotein-)
ungebundene Fraktion von 10-20% aufweisen, da eine sehr starke Bindung die Verteilung im
Gewebe und das Erreichen der Zielzellen erschwert. Mit 17% ungebundener Fraktion erreicht
Substanz 23 als einzige diesen Wert, was einen Hinweis auf eine glinstigere
Verteilungsdynamik im Korper darstellt, was die notwendige Dosis als Medikament verringern
kann. Gerade im Vergleich zu anderen NNRTIs wie beispielsweise Efavirenz, welches zu Gber

99% in gebundener Form vorliegt, ist dieser Wert sehr hoch und giinstig (Boffito et al. 2003).

6.1.4. Toxizitat der 5 vielversprechendsten Substanzen und
zugelassener Therapeutika

Der Toxizitdtsassay zeigte, dass die ausgewadhlten flinf Substanzen neben ihrer bereits
dargestellten Wirkung gegen WT und NNRTI-resistente Vektoren auch eine geringe in-vitro
Toxizitat aufweisen. Unter den getesteten Substanzen hemmte Substanz 1 das Zellwachstum
am starksten, mit einer 50%igen Hemmung bei 12,1 uM bzw. 13,1 uM nach 3 bzw. 6 Tagen.
Wahrend Substanz 28 selbst bei 30 uM keine 50%ige Hemmung erreichte, zeigte Substanz 23
Uberhaupt keine messbare Hemmung des Zellwachstums. Dies steht im starken Kontrast zu
Efavirenz und Dolutegravir, zwei fir die langfristige Therapie von HIV-1 Patienten
zugelassenen Medikamenten. Efavirenz zeigte bereits bei 2,7 uM bzw. 3,1 uM eine 50%ige
Reduktion der Zellzahl. Dolutegravir wies nach 3 Tagen noch keine zytostatische Wirkung auf,

erreichte jedoch nach 6 Tagen bereits bei 7,6 UM eine 50%ige Hemmung der Proliferation.
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Waéhrend die Ergebnisse eines in-vitro Toxizitatsassays keine weitreichenden Aussagen Uber
das Sicherheitsprofil einer Substanz zulassen, ist die deutlich (gegeniber Efavirenz um eine
GroRenordnung) geringere Toxizitat ein positives Signal fiir die weitere Entwicklung und zeigt,
dass die bei sehr hohen Dosen gemessene Reduktion der Zellzahl kein Ausschlusskriterium

flir die Substanzen darstellt (Saeidnia et al. 2015; Loiodice et al. 2019).

6.1.5. Substanz 23 als vielversprechendster Kandidat

Aufgrund der hier gezeigten Versuche lasst sich zusammenfassend sagen, dass Substanz 23
der vielversprechendste Kandidat fiir die Weiterentwicklung als Leadsubstanz gegen HIV-1 ist.
Mit einer IC50 von 2.3 uM auf dem Wildtyp-Vektor hatte C23 zwar nicht die hochste Aktivitat,
jedoch war die durch den NNRTI-resistenten Vektor reduzierte Aktivitdt von 10 pM nur um
einen Faktor von 4,4 geringer. Damit hatte C23 eine hohere Aktivitat als das zugelassene
Medikament Nevirapin (IC50 von 93 uM auf dem NNRTI-resistenten Vektor). Da es sich um
eine nicht chemisch optimierte Leadsubstanz handelt, ist dieser Vorsprung gegeniiber einem
bereits fertig optimierten Medikament besonders vielversprechend. Substanz 23 hat eine
hohe Wasserldslichkeit von etwa 65 uM und unter den 5 ausgewahlten Substanzen auch als
einzige eine ungebundene Fraktion im Plasmaprotein-Bindungs-Assay, die im angestrebten
Bereich von 10-20% liegt. Die Halbwertszeit liegt nicht im gewlinschten Bereich von >30 min,
sondern mit 22,3 Minuten etwas darunter. Dies ware in der weiteren Entwicklung zu
beachten, konnte aber bei Bedarf vermutlich durch chemische Modifikation von
Randgruppen des Molekiils noch verbessert werden (Nassar et al. 2004; Meanwell 2018). Mit
Raltegravir gibt es zudem bereits ein Beispiel fiir ein HIV-1-Therapeutikum, das trotz geringer
metabolischer Stabilitat weiterentwickelt und erfolgreich angewandt wurde (lwamoto et al.
2008). Bei ausreichend hoher Attraktivitat der restlichen Eigenschaften kann die geringe
Halbwertszeit eines Wirkstoffes auch beispielsweise durch frequente Einnahme oder

angepasste pharmazeutische Formulierung ausgeglichen werden.
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6.2. SARS-CoV-2-Pseudovirusassay

Die im zweiten Teil der Arbeit gezeigten Versuche zeigen die erfolgreiche Etablierung,
Optimierung und Anwendung eines SARS-CoV-2-Pseudovirusassays auf Basis lentiviraler
Vektoren. Es konnte eine Kombination aus einem transduktionsoptimierten Pseudovirus und
einer hoch permissiblen Zelllinie hergestellt werden, die Analysen mit zuverldssig hoher
Signalstarke erlaubt. Diese Analysen erstrecken sich vom Nachweis neutralisierender
Antikorper im Verlauf eines Impfprotokolls (iber die Untersuchung vielversprechender
niedermolekularer Therapeutika im Drug-Repurposing Verfahren bis hin zur Testung neu
generierter therapeutischer Antikorper. Sie erlauben eine schnelle und zuverldssige
Anpassung der Versuchsparameter an die Anforderungen einer dynamischen pandemischen
Situation, wobei die fortlaufende Mutation des Virus und damit seine sich stetig verdndernde

Interaktion mit inhibitorischen Molekiilen besonders hervorzuheben ist.

6.2.1. Herstellung von lentiviralen SARS-CoV-2-Pseudoviren

Die verschiedenen SARS-CoV-2-Spikeproteine konnten erfolgreich in zuverlassig
transduzierende lentivirale Vektoren eingebaut werden. Hierbei erwies sich vor allem die
Deletion von 18-19 C-terminalen Aminosauren (d18/d19) als entscheidende Modifikation des
Proteins, durch die eine Steigerung des Titers um den Faktor 500 erreicht werden konnte. Die
Optimierung von Pseudoviren der SARS-Familie durch eine Deletion im c-Terminus des
Spikeproteins ist ein bereits von SARS-CoV-1 bekannter Schritt (Giroglou et al. 2004; Lontok
et al. 2004). Seine Wirkung basiert nach aktuellem Forschungsstand vermutlich auf dem in
diesen 19 Aminosduren enthaltenen endoplasmatischen Retentionssignal, dass die
Entstehung der Viruspartikel in den produzierenden HEK293T-Zellen behindert (Johnson et
al. 2020). Der Mechanismus konnte in den hier gezeigten Versuchen nicht nachvollzogen
werden, die erwartete Steigerung des Transduktionstiters wurde jedoch eindeutig erreicht.
Durch Einbringung der jeweiligen Mutationen in das Spike-Plasmid konnte der Assay binnen
kurzer Zeit an neu auftretende VOCs von SARS-CoV-2 angepasst werden, was gegenliber der
Modifikation des vollstdndigen Virusgenoms eine enorme Aufwandsersparnis darstellt. Mit
den hergestellten Pseudoviren konnten alle ausgewdahlten Varianten von SARS-CoV-2 (in
dieser Arbeit: Wildtyp, D614G, Delta, Omikron/BA.1, Omikron/BA.2, Omikron/BA.5)
nachgestellt werden und somit konstant eine Anwendbarkeit des Assays auf die jeweils

aktuellen Herausforderungen der Pandemie sichergestellt werden.
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6.2.2. Herstellung von stark ACE2-exprimierenden HEK293T-Zellen

Auf Seite der Zellen im Pseudovirusassay ist insbesondere der ACE2-Rezeptor von Interesse,
den SARS-CoV-2 und entsprechend auch der mit dem SARS-CoV-2-Spike pseudotypisierte
Vektor nutzt, um an die Zelle zu binden und sie zu infizieren/transduzieren. Die Transduktion
zur Uberexpression des Rezeptorproteins sowie die anschlieBende Selektion mittels
Puromycin, PE-Farbung und Zellsortierung/FACS flihrten zu einem besonders permissiven
Klon (Klon 2G7), der ein deutlich starkeres Signal erzeugte und dadurch die Auslesung des

Assays erleichterte.

6.2.3. Neutralisation von SARS-CoV-2-Pseudovirus durch Serum

Die Untersuchung von Serumproben auf ihre (antikorpervermittelte) Neutralisation des SARS-
CoV-2-Pseudovirus bietet gerade im Hinblick auf den langfristigen Schutz vor Infektion und
schwerem Krankheitsverlauf einen entscheidenden Vorteil gegeniiber den tblicherweise zur
Detektion von Antikdrpern durchgefiihrten Immunoassays (Horn et al. 2022). Diese lassen
durch die reine Quantifizierung bindender Antikdrper keine zuverlassigen Schliisse tber die
neutralisierende Wirkung der Antikérper gegen das Virus zu. Zum effektiven Infektionsschutz
mussen diese nicht nur eine hochaffine, sondern auch spezifische Bindung derjenigen Epitope
des Virus leisten, die fiir Rezeptorbindung und Zelleintritt entscheidend sind. Insbesondere
konnen rein quantitative Tests nicht den Prozess der Affinitatsreifung abbilden, welche
entscheidend fir die Fahigkeit des Immunsystems ist, langfristig auch mit einer geringen
Anzahl von Antikorpern und damit auch mit geringeren metabolischen Kosten einen
effektiven Schutz aufrecht zu erhalten. Die Messung der Neutralisation in unserem Assay
stellt dagegen den konkreten biologischen Prozess nach, der klinisch und epidemiologisch von

Interesse ist.

6.2.3.1. Neutralisation im Verlauf des Impfprotokolls

In der Abbildung 22 kann die hier beispielhaft gemessene Verlaufskurve der
Neutralisationsaktivitat von Serum gegen SARS-CoV-2 nachempfunden werden, die sowohl
von der Anzahl der erfolgten Impfungen als auch vom Nachlassen der AntikGrperantwort im
Lauf der Zeit abhdngt. Die Veranderung des Neutralisationstiters deckt sich mit den
Erwartungen aus der Literatur sowohl zu SARS-CoV-2 als auch zu anderen Viren und der

Immunreaktion auf diese, bzw. auf gegen sie entwickelte Schutzimpfungen (Zhao et al. 2023;
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Hill et al. 2021). Nach einem moderaten Anstieg der Neutralisationsaktivitdt nach einem
einzelnen Kontakt folgt ein starker Anstieg bei erneuter Impfung, da das Immunsystem auf
den wiederholten Antigenkontakt starker und durch die bereits erfolgten Anpassungen der
ersten Impfung auch schneller reagiert. Sogar der Prozess der Affinitatsreifung lasst sich
anhand der gezeigten Daten erahnen. Dass der Kurvenverlauf der Probe 6 Monate nach der
dritten Impfdosis deutlich steiler ist, konnte auf die deutlich gesteigerte
Neutralisationsaktivitat einzelner Antikérper hinweisen, die nach erfolgter Reifung zugunsten
hoherer Bindungsaffinitdt zu erwarten ist (Moriyama et al. 2021). Bei einer Verdiinnung von
1:10 ist entsprechend in der Probe 6 Monate nach Zweitimpfung dieselbe vollstandige
Neutralisation zu sehen, wie fiir Proben wenige Wochen nach der Zweitimpfung, fir die von

einer deutlich héheren Anzahl von Antikérpern auszugehen ist.

Auch der Vergleich mit einem anderen Assay, der auf dieselben Proben angewendet wurde,
bestatigt die zuverlassige Natur des hier entwickelten Pseudovirus-Assays. Zur Demonstration
sind in Abbildung 34 vergleichend die Ergebnisse des SARS-CoV-2-Pseudovirusassays (links)
und eines Lebendvirus-Assays dargestellt, der zur Untersuchung der Proben im Rahmen eines

Impfstoffentwicklungsprojektes angestellt wurde (Mayer et al. 2024).
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Abbildung 34: Neutralisation durch Seren im Verlauf des Impfprotokolls, Vergleich zwischen Pseudovirusassay und
Lebendvirusassay. Fir den Lebendvirusassay waren nicht fir alle Proben Daten verfiigbar. Fiir Person 104 und 401 lagen die
vierten Messpunkte jeweils 77 und 34 Tage spater, also etwa 8 und 7 Monate nach der zweiten Impfung. Die Verlaufe der
Neutralisationsaktivitat dhneln sich stark. Allerdings zeigt der Pseudovirusassay eine hohe Sensitivitat fiur geringfugig
hemmende Effekte. In ihm ist eine geringe Neutralisationsaktivitdat an Tag O festzustellen, bevor eine Wirkung der Impfung
eintreten kann und die Hemmung auf unspezifische Faktoren zuriickflihrbar machen wirde. Das untere Detektionslimit des
Lebendvirusassays lag bei einem Titer von 8, Werte darunter sind hier als 4 angegeben. Die erwartete spezifische
Neutralisation 21/28 Tage nach der ersten Impfdosis zeigt der Pseudovirusassay in allen Proben an, wahrend der
Lebendvirusassay nur fir die Halfte der Proben eine Neutralisation zeigt.
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Im Lebendvirusassay wurde die Neutralisation durch die Abwesenheit zytopathischer Effekte
in Vero C1008 Zellen 4 Tage nach ihrer Infektion mit einer definierten Menge eines SARS-CoV-
2-Isolats definiert. Der als VNT100 angegebene Titer ist der (aus Triplikaten gemittelte) Wert
der jeweils hochsten Verdiinnungsstufe, in der keine zytopathischen Effekte feststellbar
waren. Er stellt also anders als der NT50 keinen Wert zur 50%igen, sondern zur 100%igen
Neutralisation dar. Wie zu sehen ist, stimmen die Verldufe der gemessenen Werte sehr gut
Uberein. Probe 109 zeigt in beiden Assays jeweils die starkste Neutralisation sieben Tage nach
der zweiten und dritten Impfung. Probe 405 weist in beiden Assays einen flachen Verlauf der
Neutralisation ab dem zweiten Zeitpunkt. Auch in der Abweichung vom erwarteten Verlauf
der Neutralisation zeigen sie dasselbe Muster an, wie in Probe 411, die 6 Monate nach der

Zweitimpfung noch einen héheren Wert aufweist, als eine Woche nach der Impfung.

Ein Unterschied ist die Neutralisationsaktivitdit an den ersten beiden Zeitpunkten. Im
Lebendvirusassay wurde am ersten Zeitpunkt keine Neutralisation gemessen, am zweiten,
also 21/28 Tage nach der ersten Impfung, nur fiir die Halfte der Proben. Dies kann je nach
Anwendung ein Vor- und Nachteil sein. Einerseits zeigt die geringe Neutralisation vor der
ersten Impfung, dass von der Impfung unabhangige Hemmfaktoren auf den Pseudovirusassay
wirken und im niedrigen Neutralisationstiterbereich nicht von der spezifischen Neutralisation
nach erfolgter Immunisierung unterschieden werden kdnnen. Dies kann ein Nachteil sein,
wenn nur der Einfluss von z.B. Impfungen untersucht werden soll. Andererseits bildet die
Messung dieser Hemmfaktoren tatsdchliche Prozesse der Virusabwehr im Serum ab, ein noch
sensitiverer Lebendvirusassay hatte also auch hier womaglich ein Signal gefunden. Vorteilhaft
ist, dass im Pseudovirusassay konsistent die erwartbare Steigerung der Neutralisation bereits
nach der ersten Impfung zu erkennen ist, wahrend der Lebendvirusassay diese nicht immer
abbildet. Die Sensitivitat fir geringe Anpassungen des Immunsystems nach einem einzelnen

Antigenkontakt ist also im Pseudovirusassay hoher.

Grundsatzlich sind Lebendvirusassays aufgrund ihrer Verwendung des tatsachlichen Virus der
analytische Goldstandard (Sun et al. 2024). Aufgrund des groflen Aufwands und der
Sicherheitsbedingungen, die Experimente mit pathogenen Viren darstellen, sind hochwertige
Pseudovirusassays jedoch eine wertvolle Alternative, die fiir SARS-CoV-2 eine wichtige Rolle
spielt (Gao et al. 2025). Fiir den in dieser Arbeit vorgestellten Assay konnte die notwendige

Zuverlassigkeit und Sensitivitat demonstriert werden.
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6.2.4. Inhibition der Transduktion durch therapeutische Substanzen

Mit der Untersuchung verschiedener Substanzen auf ihre Inhibition konnte auch jenseits der
Impfstoff-relevanten klinischen Fragen ein Beitrag zur Bekampfung der Pandemie geleistet
werden. Nicht nur die vielversprechenden Daten, die fiir den Wirkstoff Raloxifen generiert
wurden, sind dabei ein Erfolg. Zweck eines flexibel anwendbaren, schnell auslesbaren und
materialextensiven Assays wie des hier dargestellten ist insbesondere, solche Substanzen
auszusortieren, die nicht wirksam sind und bei einer Untersuchung mittels deutlich
aufwendigerer Methoden sowohl Zeit als auch Kosten in einer ganz anderen GréRenordnung
verursachen wiirden. Besonders zu verweisen ist dabei auch auf die Vermeidung unnétiger

Tierversuche gemaR dem 3R-Prinzip (Tannenbaum und Bennett 2015).

6.2.4.1. Inhibition durch neutralisierende Peptide

Bei der Testung potenziell neutralisierender Peptide der Arbeitsgruppe von Prof. Vincenzo
Summa (Universitdt Neapel Federico Il) und des Fraunhofer IME konnte eine Wirkung der
Peptide MT1 und LM8 gegenliber SARS-CoV-2-Pseudoviren auf CaCo2-Zellen festgestellt
werden, nicht jedoch auf HEK293T-ACE2-Zellen. Allerdings erreichte kein Peptid eine
Neutralisation von >50% im verwendeten Konzentrationsbereich. Der grole Unterschied
zwischen den beiden Zelltypen ist moglicherweise auf die Dichte der ACE2-Rezeptoren auf
ihren Oberflachen zuriickzufiihren. Die Zelllinie CaCo2 ist eine etablierte humane
Krebszelllinie, die hACE2 natirlich exprimiert. Die eigens flr den Assay hergestellten
HEK293T-ACE2-Zellen zeichnen sich durch besonders starke Expression des ACE2-Rezeptors
aus. Hierdurch koénnte ein unterschiedlich kompetitives Umfeld fir die Bindung der
neutralisierenden Substanzen entstehen. Wahrend die Wirkung eines nicht besonders stark
bindenden Inhibitors der Transduktion bei weniger permissiblen Zellen méglicherweise noch
ins Gewicht fallt, konnte dieser seine Wirkung bei starker permissiblen Zellen verlieren.
Alternativ konnten die Zellen unterschiedlich geeignet fiir verschiedene Wege des
Zelleintrittes sein. Da fiir SARS-CoV-2 zwei unterschiedliche Zelleintritt-Pathways existieren
(Kuzikov et al. 2022), konnten die Peptide starker auf einen der beiden einwirken und die

unterschiedliche Wirkung dadurch zu erklaren sein, dass dieser bei CaCo2-Zellen dominiert.
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6.2.4.2. Testung niedermolekularer Inhibitoren von SARS-CoV-2

Aufgrund der effizienten Durchfiihrbarkeit des optimierten Assays konnte ein breites Panel
von im Hochdurchsatzverfahren entdeckten, niedermolekularen Substanzen mit vermutetem
antiviralem Potenzial auf dieses getestet werden. Parallel konnte im selben Assay aufgrund
seiner Zellkulturbasis auch direkt eine in-vitro Toxizitatspriifung erfolgen, um bereits fur die

eher robuste Zellkultur toxische Substanzen von vorneherein auszuschlieRen.

6.2.4.3. Spezifische Wirkung und Toxizitat von 8 Substanzen

Nachdem die Testung mittels Einzeldosis eine Auswahl von vielversprechenden
Testsubstanzen ergeben hatte, wurde ein detaillierterer Assay zur Bestimmung
dosisabhangiger Effekte durchgeflihrt. Hierbei wurden parallel die Neutralisation von SARS-
CoV-2-Pseudoviren und VSV-Pseudoviren untersucht, um einen unspezifisch inhibitorischen
Effekt auszuschlieBen, als auch das Zelliberleben mittels CellTiter-Glo erneut Uberprift.
Anhand der Beispiele Methotrexat und Luminespib ist schnell ersichtlich, wie sinnvoll diese
parallelen Untersuchungen sind. Beide Substanzen zeigten auch ein dosisabhangig
verringertes Signal im VSV-Assay, waren also nicht SARS-CoV-2-spezifisch. Vor allem aber
verringerten sie die Zellzahl bereits in geringer Dosis deutlich, hatten also einen ausgepragten
zytotoxischen Effekt. Letzteres erklart vermutlich die verringerte Lumineszenz im VSV-Assay,

die sich ohne diese Information als Inihibitionssignal lesen liel3e.

6.2.4.4. Raloxifen neutralisiert SARS-CoV-2 in vitro

Mit Raloxifen konnte ein durch ein Hochdurchsatzscreening als vielversprechend
identifiziertes, bereits zugelassenes Therapeutikum auf seine Wirkung gegen SARS-CoV-2-
Pseudoviren untersucht werden. Zunachst lieB sich eine inhibitorische Wirkung bestatigen
und hinsichtlich der notwendigen Konzentration einordnen. Die verschiedenen
Reportersysteme (eGFP und Luciferase) zeigten dabei Aktivitaten in gleicher GroRenordnung,
jedoch mit einem Unterschied zugunsten der Aktivitat im Luciferase-Assay. Eine Erkldrung
hierfir konnten Effekte von Raloxifen auf die Luciferaseexpression, den ATP-Spiegel oder die
Zellproliferation sein, die den eGFP-basierten Assay nicht beeinflussen. Das bindre Auslesen
von positiven/negativen Signalen im eGFP Assay hat hier einerseits Vorteile, da eine
reduzierte Expression des Reportergens oder ein negativer Einfluss auf die Zellgesundheit

nicht Teil des untersuchten Effektes der Virustransduktion ist. Andererseits kann das Auslesen
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der Gesamthelligkeit der Population im Luciferase-Assay ebenfalls Vorteile haben, da sie
beispielsweise die hohere Signalstarke mehrfach transduzierter und damit starker
exprimierender Zellen abbilden kann. Mehrfach transduzierte Zellen lassen sich im binar
ausgelesenen eGFP-Assay nicht klar erkennen und auslesen. Jedoch lasst sich dieser Faktor
durch eine korrekte Transduktionsrate und den damit einhergehenden geringer Anteil

multipler Transduktionen reduzieren und wie in Kapitel 4.4. auch mathematisch korrigieren.

6.2.4.5. Neutralisation durch Raloxifen ist SARS-Envelope-spezifisch

Der Vergleich der Wirkung von Raloxifen gegen das SARS-CoV-2-Pseudovirus mit seiner
Wirkung gegen ein VSV-Pseudovirus zeigt deutlich, dass die Aktivitat von Raloxifen vom
Envelope abhangt und keine allgemeine Hemmung der Transduktion des lentiviralen Vektors
vorliegt. Dabei verhalt sich Raloxifen etwa analog zu dem parallel eingesetzten SARS-CoV-2-
Spike-spezifischen neutralisierenden Nanobody VHH-72, was die Spezifitdt zuséatzlich
unterstreicht. Der Mechanismus der Inhibition durch Raloxifen muss also in einer Wirkung auf
die Spike-ACE2-Interaktion selbst oder auf nachgelagerte, ACE2-abhangige Prozesse wie

proteolytisches Priming, Endozytose oder Membranfusion bestehen.

6.2.4.6. Inhibition von verschiedenen Virusvarianten durch Raloxifen
auf verschiedenen Zelltypen

Mit der Nutzung verschiedener Varianten des Spikeproteins kann der Assay schnell auf das
sich verandernde Virus angepasst werden. Die Relevanz dieser Anpassung konnte auch in
Bezug auf die potenziell wirksame Substanz Raloxifen gezeigt werden. Die Ergebnisse
unterstreichen zudem die Bedeutung der gewahlten Zelllinie, da nur bei den spezifisch zu
diesem Zweck hergestellten HEK293T-ACE2-Zellen ein klarer Unterschied zwischen den
verschiedenen Virusvarianten zu erkennen war. Die Wirkung von Raloxifen war auf den
CaCo2- und Calu3-Zellen deutlich weniger stark. Wie zuletzt in Kapitel 6.2.4.1. erwahnt,
zeichnen sich die HEK293T-ACE2 Zellen durch eine besonders starke Expression des ACE2-
Rezeptors aus. Bei einer kompetitiven Bindung von Raloxifen an Spikeprotein oder ACE2 wére
vom gegenteiligen Effekt auszugehen und eine schwachere Wirkung auf Zellen mit starker
ACE2-Expression zu erwarten. Tatsachlich wurde auch in zu Raloxifen publizierten Studien
keine direkte Inhibition der Spike-ACE2-Bindung festgestellt (laconis et al. 2022). Allerdings

konnte darin gezeigt werden, dass das Spikeprotein eine Uberexpression der
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Metalloproteinase ADAM17 induzieren kann, die wiederum durch Raloxifen inhibiert wird.
Der starkere inhibitorische Effekt von Raloxifen auf die Transduktion von HEK293T-ACE2-
Zellen ist somit mit der Hypothese vereinbar, dass eine erhohte ACE2-Expression mit einer
starkeren Spike-vermittelten Aktivierung von ADAM17 einhergeht. Dadurch kdnnte die

inhibitorische Wirkung von Raloxifen auf diesen Signalweg starker zum Tragen kommen.

Da auf Calu3-Zellen nur IC50-Werte mit hoher Unsicherheit generiert wurden, liel sich aus
diesen kein klarer Unterschied in der Wirkung gegen die verschiedenen Spike-Varianten
ableiten. Die Erganzung der Messung um eine weitere, hohere Konzentration wiirde die
Genauigkeit der Dosis-Wirkungskurve erhéhen und kdonnte diese Analyse erlauben. Bei einer
Erh6hung der Konzentration auf 100 uM musste allerdings auch ein moglicher toxischer Effekt

Uberprift werden, da dieser durch vorherige Experimente nicht abgedeckt wurde.

6.2.4.7. Beurteilung von Raloxifen als Drug-Repurposing Kandidat

Durch die Analysen auf verschiedenen Zellen und mit verschiedenen Reportergenen konnte
die inhibitorische Aktivitat als Grundlage fiir die Eignung von Raloxifen als Drug-Repurposing-
Kandidat bestatigt werden. Dabei bewegt sich die Aktivitdt des Molekiils im mikromolaren
Bereich. Die Konzentration im Korper bei der Behandlung postmenopausaler Osteoporose,
dem indizierten und gut untersuchten Anwendungsbereich von Raloxifen, liegt bei etwa 0,5
nM (250 pg/mL) ( (Lee et al. 2022; Lee et al. 2023). Somit liegt die im Assay gemessene IC50
von etwa 2 uM drei GroRenordnungen oberhalb der bisher untersuchten
Anwendungskonzentration. Allerdings sind die Aktivitaten von Substanzen in vitro und die auf
Langzeittherapie angesetzten Dosen von Therapeutika in-vivo schwer zu vergleichen und
unterscheiden sich regelhaft um GrofRenordnungen, abhangig von Metabolismus und
behandelter Krankheit. In-vitro Studien mit Raloxifen zur Anwendung gegen menschliche
Brustkrebszelllinien sowie zur Untersuchung weiterer potenzieller Anwendungsgebiete
nutzen ebenfalls regelmaRig Konzentrationen im mikromolaren Bereich (Musa et al. 2011;
Hao et al. 2025). Daher ist auf Basis der hier gezeigten Daten kein abschlieRendes Urteil liber
Raloxifen zu fallen. Es empfiehlt sich eine weitere Erforschung, beispielsweise mit
pathogenem SARS-CoV-2 und in komplexeren Umgebungen wie einem Mausexperiment, zum
Sammeln weiterer Erkenntnisse. Nach Beendigung der hier gezeigten Versuche zur In-vitro-
Aktivitdt von Raloxifen wurden Analysen der Aktivitat gegen pathogenes SARS-CoV-2

publiziert, deren Ergebnisse sein Potenzial als Therapeutikum ebenfalls unterstiitzen (laconis
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et al. 2022). Weiterhin wurde eine klinische Studie zu seinem Potenzial bei Patienten mit
mildem bis mittelschwerem Covid-19-Verlauf durchgefiihrt, in der die mit Raloxifen
behandelten Gruppen nach sieben Tagen einen geringeren Anteil von Teilnehmern mit
detektierbarer Viruslast hatten, als die Placebogruppe und keine Nebenwirkungen
festgestellt wurden (Nicastri et al. 2022). Das erhoffte Ergebnis eines Drug-Repurposing-
Versuches ist die Entdeckung eines zugelassenen Molekiils, das in unveranderter Form fir
eine neue Erkrankung verwendet werden kann die bisherigen Ergebnisse stimmen hier
optimistisch. Sollte dies am Ende weiterer klinischer Studien jedoch nicht erfolgreich sein,
ware es ebenfalls moglich, Raloxifen analog zu einer neu entdeckten Leadsubstanz chemisch

zu modifizieren und so fir die Anwendung gegen Covid-19 zu optimieren.

6.2.5. Neutralisierende Schwereketten-Antikdrper gegen SARS-CoV-2-
Varianten

Therapeutische Antikorper konnen als hochspezifische Medikamente einen entscheidenden
Beitrag zur Behandlung von Infektionen mit SARS-CoV-2 leisten (Li et al. 2022; Parua et al.
2025). In der Anwendung auf Pseudoviren in den Varianten WT, Omikron/BA.2 und
Omikron/BA.5 konnte die Neutralisationsaktivitat der hier untersuchten Schwereketten-
Antikorper abhdngig vom evolutiven Fortschritt des Virus nachvollzogen werden. Dabei ist vor
allem die Geschwindigkeit hervorzuheben, mit der der hier vorgestellte Assay auf aktuell
zirkulierende Virusvarianten reagieren kann und daher eine Analyse dieser spezifischen

Therapeutika leistet, die der Dynamik der Pandemie gewachsen ist.

Die vom Kooperationspartner bereitgestellten Schwereketten-Antikérper zeigten hohe
Neutralisationswerte auf den eingesetzten Pseudoviren verschiedener Varianten von SARS-
CoV-2, darunter der Wuhan-1 Wildtyp und einer Subvariante der Omicron-Linie, BA.2.
Allerdings war die Wirkung auf der letzten verwendeten Omicron-Subvariante, BA.5, deutlich
eingeschrankt. Da die Schwereketten-Antikérper durch Immunisierung mit Epitopen nur einer
SARS-CoV-2-Variante hergestellt wurden (Eden et al. 2024), ist die konservierte Wirksamkeit
auf mehreren Varianten, die innerhalb von vielen Monaten und unter globaler Verbreitung
aus dem Wildtyp entstanden sind, ein Zeichen fiir das groRe Potential dieser Technik. Die
Variante Omikron/BA.2 war Anfang 2022 dominant, also mehr als zwei Jahre nach Beginn der
Pandemie und der dominanten Verbreitung des Wildtyp-Virus (Ma et al. 2023). Es ist zu

vermuten, dass trotz dieser langen Zeit und der Mutationen an anderen Stellen des
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Spikeproteins einige wichtige Epitope zwischen dem Wildtyp und Omikron/BA.2 konserviert
geblieben waren und somit die neutralisierende Wirkung an sie bindender Antikorper
erhalten blieb. Die mangelnde Wirksamkeit auf der Omikron/BA.5 Variante zeigt jedoch, dass
in der Behandlung eines sich stark verandernden Erregers die Notwendigkeit konstanter

Anpassung verbleibt und auch lange konservierte Epitope zu spaterer Zeit mutieren kénnen.

6.2.5.1. Neutralisation von SARS-CoV-2-WT-Pseudovirus

Die Anwendung des Assays zur Untersuchung neu entwickelter Schwereketten-Antikdrper
demonstriert die Moglichkeit, den Assay direkt in den Entwicklungsprozess hochmoderner
therapeutischer Molekiile einbinden zu kénnen. Da die Schwereketten-Antikérper auf Basis
von Epitopen des Wildtyp-Virus generiert worden waren, wurden sie zunachst gegen Wildtyp-
Pseudoviren getestet. Die Ergebnisse zeigen dabei nicht nur den moglichen Nachweis
hochaffiner, neutralisierender Antikérper, sondern unterstreichen die Notwendigkeit eines
Neutralisationsassays flr diese Art von Untersuchungen. Die untersuchten Schwereketten-
Antikorper wurden mittels Immunisierung von Mé&usen mit der SARS-CoV-2-Spike-RBD
generiert und nach ihrer Bindungsaffinitat selektiert. Trotzdem waren einige der
untersuchten Molekiile nicht in der Lage, die Pseudoviren zu neutralisieren (siehe Abbildung
31). Hier wird die bereits mehrfach erwdhnte Notwendigkeit nicht nur hochaffiner, sondern
auch korrekt lokalisierter Bindung fur die Neutralisation der Virusinfektion und damit auch

der Pseudovirustransduktion deutlich (Eden et al. 2024).

6.2.5.2. Neutralisation von Omikron/BA.2-Pseudovirus

Die im Vergleich zur WT-Neutralisation geringere Aktivitat der Schwereketten-Antikorper auf
Omikron/BA.2 Pseudoviren entspricht grundsatzlich der Erwartung. Die Generation der
Schwereketten-Antikdorper war mittels WT-Epitopen erfolgt, wahrend die Entwicklung der
Virusvarianten stark durch den Selektionsdruck der Immunreaktion der gesamten
Bevolkerung auf die frithen Virusepitope gepragt wurde. Dies gilt insbesondere fiir eine spat
im pandemischen Verlauf auftretende Variante mit bekannter Immunflucht-Eigenschaft wie
Omikron und ihre Subvarianten. Diese traten erst zwei Jahre nach Beginn der Pandemie auf,
in denen durch die globale Verbreitung des Virus eine aullergewoOhnliche Menge von
moglichen Mutations- und Selektionsprozessen stattfinden konnte (Ma et al. 2023). Daher ist

es umso erfreulicher, dass die Verringerung der Neutralisationsaktivitat sich bei finf der 10
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getesteten Schwereketten-Antikérper unterhalb eines Faktors von 10 blieb (siehe Tabelle 9).
Gerade wenn man den Vergleich mit den Resistenzmutationen anstellt, die HIV-1 wie gezeigt
gegen niedermolekulare Therapeutika entwickelt (siehe Kapitel 5.1.1., Tabelle 4), erscheint
dieser Faktor gering. In diesem Versuch wurde zusatzlich die Bedeutung der verwendeten
Zellen deutlich. Die Hemmung von WT-Pseudovirus durch die Schwereketten-Antikdrper war
in diesem Assay mit HEK293T-ACE2-Zellen schwacher ausgepragt als im zuvor mit CaCo2-
Zellen durchgefiihrten Assay. Dies ist vermutlich auf die besonders hohe ACE2-Expression der
HEK293T-ACE2-Zellen zuriickzufiihren, die eine wichtige Rolle bei der Transduzierbarkeit von
Zellen spielt (Bartolomeo et al. 2022). Auch wenn CaCo2-Zellen eine besonders hohe
endogene ACE2-Expression aufweisen (Sherman und Emmer 2021), ist davon auszugehen,
dass diese in den spezifisch zur Uberexpression transduzierten und FACS-selektieren
HEK293T-ACE2 Zellen noch starker ausgepragt ist. Die Bindung von Antikdrpern waére in
diesem Fall einer starkeren Kompetition ausgesetzt sein, die weniger starke Neutralisation

bei geringen Dosen begriinden konnte.

6.2.5.3. Keine Neutralisation von Omikron/BA.5-Pseudovirus

Die Notwendigkeit einer kleinteiligen Untersuchung von therapeutisch vielversprechenden
Molekilen wird durch die Ergebnisse des Assays mit Omikron/BA.5-Pseudovirus
unterstrichen. In diesem Assay zeigte keiner der Schwereketten-Antikorper mehr eine
messbare Neutralisation (siehe Abbildung 33 und Tabelle 11). Der Mutationsschritt zwischen
Omikron/BA.2 und BA.5 scheint an den entscheidenden Epitopen Verdnderungen mit sich
gebracht zu haben, die fiir die Bindung der Schwereketten-Antikorper und damit fiir die
Neutralisation des (Pseudo)Viruspartikels entscheidend sind. Die immunologischen
Unterschiede zwischen Omikron/BA.2 und BA.5 sind bekannt und spielen auch fir die

kdrpereigene Immunantwort eine wichtige Rolle (Rossler et al. 2022; Cao et al. 2022).
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7. Fazit - Lentivirale Vektor-Assays als virologische Methode

In dieser Arbeit wurden verschiedenste Anwendungen von lentiviralen Vektoren in der
virologischen Forschung dargestellt. Die damit entwickelten Pseudovirusassays haben eine
Vielzahl von Daten generiert, die relevant fir die Untersuchung, Identifikation und
Entwicklung von Therapeutika sind. Dabei stellt gerade die Untersuchung von gleich zwei
global hoch relevanten Erregern einen Nachweis der Flexibilitdt der Assays dar. Es wurde
gezeigt, wie anhand der HIV-1 entlehnten Virusbiologie eine ganze Reihe essenzieller
Erkenntnisse Uber Wirkstoffkandidaten gewonnen werden kann. Dabei ermdéglichen die
lentiviralen Vektoren die Arbeit unter Biosicherheitslevel 2 und die unkomplizierte Nutzung
von Reportergenen wie eGFP und Luciferase. Dies steht im Gegensatz zur Arbeit mit
pathogenem HIV-1, die deutlich erhohte Sicherheitsvorkehrungen voraussetzt und einen
ungleich groBeren Aufwand in der Auslesung von Signalen mit sich bringt. Durch die Nutzung
des Luciferase-Reporters und der Einstufung in Biosicherheitsstufe 2 kann der Assay im
automatisierten Hochdurchsatzverfahren eingesetzt werden. Darliber hinaus kdnnen in den
lentiviralen Vektoren wie demonstriert multiresistente Mutanten erzeugt werden, deren

Einbringung in pathogene Viren ein unvertretbares Sicherheitsrisiko darstellen wiirde.

Hierdurch konnen die Wirkstoffe entsprechend des in der Entwicklung wichtigen Mantras “fail
early, fail cheap” auf eine der wichtigsten Messlatten fir neue Therapeutika gepriift werden:
die Eignung als Ergdnzung bisheriger Behandlungsoptionen in Fallen, in denen das zurzeit
verfligbare Arsenal ausgeschopft ist, wie bei den zum Beispiel in Slidostafrika massenhaft

auftretenden Resistenzmutationen.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden Analysen zur Bekampfung von SARS-CoV-2 behandelt,
die hier wieder innerhalb eines Erregers ganz verschiedene Aspekte umfasst. Die Analysen
gehen von der Untersuchung der Immunreaktion und Impfung (iber die Entwicklung neuer
und das Repurposing “alter” Medikamente bis hin zur Entwicklung neuartiger
Therapieansatze wie Nanobody-basierte Schwereketten-Antikorper. Damit ermaoglicht der
Pseudovirusassay auf vielen Ebenen den Kampf gegen ein global zirkulierendes pandemisches

Virus auf dem Spektrum zwischen Grundlagenforschung und Therapieentwicklung.

Mit dem SARS-CoV-2-Pseudovirusassay konnten in Kooperationsprojekten Analysen

durchgefiihrt werden, fiir die es keine kommerzielle L6sung gab. Die parallele Testung von
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mehreren Substanzen in einem Ansatz und die einfache Auslesemoglichkeit innerhalb von
zwei Tagen erlaubte die schnelle Reaktion auf akute Forschungsfragen und zeigte durch

konsistente Ergebnisse die hohe technische Ausgereiftheit des Assays.

Der hier beschriebene, sowohl entwickelte als auch angewandte Assay wird in modifizierter
Form bereits von anderen Forschungsgruppen verwendet und hat sich damit tber den
unmittelbaren Kontext dieser Arbeit hinaus als vielseitig nutzbare Plattform etabliert. So plant
die Arbeitsgruppe von Prof. Marylyn Addo (UKE, Hamburg) seine Nutzung zur Untersuchung
von Impfstoffkandidaten gegen SARS-CoV-2. Die Leibniz-Nachwuchsgruppe von Dr. Lisa
Oestereich (BNITM, Hamburg) nutzt ihn zur Untersuchung rekonvaleszenter Seren nach
Lassa-Virus-Infektionen. Zu guter Letzt wurde der Assay in die im Sonderforschungsbereich
1648 ,Neu auftretende Viren: Pathogenese, Struktur und Immunitat” (UKE, Hamburg)

etablierten Serviceprojekte integriert.

Damit zeigt diese Arbeit nicht nur die vielseitigen Anwendungsmaoglichkeiten lentiviraler
Vektoren in der virologischen Forschung, sondern demonstriert auch, wie aus ihrer Nutzung
robuste, skalierbare und flexibel adaptierbare Assays entstehen kénnen. Der entwickelte
Pseudovirusassay stellt somit nicht allein ein Werkzeug zur Beantwortung spezifischer
Forschungsfragen dar, sondern eine breit einsetzbare methodische Plattform an der

Schnittstelle von Grundlagenforschung, translationaler Forschung und Therapieentwicklung.
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9. Anhang: Auflistung der verwendeten Gefahrstoffe
Antiretrovirale Wirkstoffe wurden aus pharmazeutischen Tablettenpraparaten extrahiert. In
die Gefahrstoffliste wurden nur diejenigen aufgenommen, fiir die eine eindeutige

Gefahrstoffklassifizierung der verwendeten Darreichungsform existiert.

Gefahrstoff Gefahrensymbol | H-Sétze P-Satze
Antifect N Liquid H226, H319, P210, P261, P271, P280,
H336 P305+P351+P338, P337+P313,
P501
CaCl; H319 P264, P280, P305+P351+P338,
P337+P313
Chloroquin- H302 P264, P301+P330+P331,
diphosphat (Salz) P312
Hexadimethrin- H302 P264, P301+312
bromid (Polybren)
Natriumhydroxid H290, H314 P234, P260, P280,
(NaOH) P303+P361+P353,
P304+P340+P310,
P305+P351+P338
Puromycin @ H302 P264, P270, P301+P312, P330
Blasticidin H302 P264, P270, P301+P312, P330,
P501
Zeocin H302, H341 P202, P264, P270, P301+P312,
P308+P313, P501
Efavirenz H302, H319, | P201, P202, P260, P264, P270,
H360D, H372 | P280, P301+P312+P330,
(ZNS, Haut) P305+P351+P338, P308+P313,
P337+P313, P405, P501
Raltegravir H318, H361d | P201, P202, P261, P271, P280,
P304+340+P312,
P305+P351+P338+P310,
@ P308+P313, P405, P501
Raloxifen H351, H361d | P201, P202, P280, P308+313,
P401, P501
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H-Code Wortlaut

H226 Flussigkeit und Dampf entziindbar.

H290 Kann gegenliber Metallen korrosiv sein.

H302 Gesundheitsschadlich bei Verschlucken.

H314 Verursacht schwere Veratzungen der Haut und schwere Augenschaden.
H318 Verursacht schwere Augenschaden.

H319 Verursacht schwere Augenreizung.

H336 Kann Schlafrigkeit und Benommenheit verursachen.
H341 Kann vermutlich genetische Defekte verursachen.
H360D Kann das Kind im Mutterleib schadigen.

H361d Kann vermutlich das Kind im Mutterleib schadigen.

H372 (ZNS, Haut) | Schadigt die Organe (zentrales Nervensystem, Haut) bei langerer oder
wiederholter Exposition.

P-Code Wortlaut

P201 Vor Gebrauch besondere Anweisungen einholen.

P202 Vor Gebrauch alle Sicherheitshinweise lesen und verstehen.

P210 Von Hitze, heifen Oberflachen, Funken, offenen Flammen sowie anderen
Zindquellenarten fernhalten. Nicht rauchen.

P234 Nur in Originalverpackung aufbewahren.

P260 Staub/Rauch/Gas/Nebel/Dampf/Aerosol nicht einatmen.

P261 Einatmen von Staub/Rauch/Gas/Nebel/Dampf/Aerosol vermeiden.

P264 Nach Gebrauch Gesicht/Hande/exponierte Haut griindlich waschen

P270 Bei Gebrauch nicht essen, trinken oder rauchen.

P271 Nur im Freien oder in gut bellfteten Rdumen verwenden.

P280 Schutzhandschuhe/Schutzkleidung/Augenschutz/Gesichtsschutz tragen.

P301+P312 Bei Verschlucken: Bei Unwohlsein Giftinformationszentrum/Arzt anrufen.

P301+P312+P330 | Bei Verschlucken: Bei Unwohlsein Giftinformationszentrum/Arzt anrufen.
Mund aussplilen.

P301+P330+P331 | Bei Verschlucken: Mund aussptilen. Kein Erbrechen herbeifiihren.

P303+P361+P353 Bei Berlihrung mit der Haut [oder dem Haar]: Alle kontaminierten
Kleidungsstlicke sofort ausziehen. Haut mit Wasser abwaschen [oder
duschen].

P304+P340+P310 | Bei Einatmen: Die Person an die frische Luft bringen und fiir ungehinderte
Atmung sorgen. Sofort Giftinformationszentrum oder Arzt anrufen.

P304+P340+P312 | Bei Einatmen: Die Person an die frische Luft bringen und fiir ungehinderte
Atmung sorgen. Bei Unwohlsein Giftinformationszentrum/Arzt anrufen.

P305+P351+P338 | Bei Kontakt mit den Augen: Einige Minuten lang behutsam mit Wasser
spllen. Eventuell vorhandene Kontaktlinsen nach Maoglichkeit entfernen.
Weiter spilen.

P308+P313 Bei Exposition oder falls betroffen: Arztlichen Rat einholen / drztliche Hilfe
hinzuziehen.

P330 Mund aussplilen.

P337+P313 Bei anhaltender Augenreizung: Arztlichen Rat einholen / drztliche Hilfe
hinzuziehen.

P405 Unter Verschluss aufbewahren.

P501 Inhalt und Behalter zugelassener Entsorgungsstelle zufiihren.
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